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Histologie imunitnich organt

Lymfaticky cévni systém: v ramci lymfatického fecisté Ize podle velikosti a struktury cévni stény
rozliSit: lymfatické kapilary, lymfatické cévy a lymfatické kmeny. VSechny tyto struktury slouzi
k odvodu tekutiny —lymfy z tkanovych prostor a navraceni této tekutiny do krevniho obéhu, coz se
déje v misté tzv. hrudniho mizovodu, kde lymfy Usti do dolni duté Zily. Tok lymfy na rozdil od toku krve
se uskute€niuje pouze jednim smérem a to k srdci. Pohyb lymfy je zajistovan soucinnosti chlopni,
stah( svalstva ve sténé cévy a kontrakcemi okolni tkané

Lymfatické kapilary: zacinaji v tkanich jako slepé zakon&ené tenké cévy, vystlané pouze jednou
vrstvou endotelu. Sténa lymfatické kapilary neni tak kompaktni jako je tomu u krevni kapilary. Bazalni
lamina jako extracelularni struktura je vytvofena pouze misty a soudrznost celého utvaru lymfatické
kapilary je zajiStovana mikrofibrilami, které endotelialni buriku upevnuji k okolnimu pojivu. Diky t€émto
mikrofibrildm jsou mozné i urcité kontrakce endotelialnich bunék, coz napomaha vstupu tekutiny
z tkani do lymfatického fecisté.

Lymfatické cévy: jejich sténa je podobna sténé Zil, neni ale patrné rozdéleni na tfi zfetelné vrstvy(
intima, medie, adventicie). Jednosmérny tok lymfy je zaji§tém Eetnymi chlopnémi, pfiCemz useky mezi
chlopnémi byvaji Casto roz8ifeny, takZe lymfaticka céva vizualné pfipomina koralky navleCené na
Snlrce. Podél vétSich lymfatickych cév se nachdazeji lymfatické uzliny, ¢asto ve vétSim poctu.
Lymfatické cévy se vyskytuji ve vSech tkanich s vyjimkou nervové tkané a kostni diené.

Lymfatické kmeny: maji opét stavbu podobnou vétsim cévam, je zde vyvinuta i hladka svalovina ve
stfedni vrstvé. Podobné jako u vétSich krevnich cév je zde vyvinuto krevni zasobeni cévni stény, tzv.
vasa vasorum (cévy cév) a sténa je rovnéz inervovana pleteni nerva.

Imunitni organy: rozdéluji se zpravidla na primarni neboli centraini — brzlik a kostni dfefi, kde vznikaji
T a B lymfocyty a sekundarni neboli periferni, kam lymfocyty cestuji a kde dokoncuji pod vlivem
antigent svUj vyvoj (mandle, Peyerovy plaky, slezinu, lymfatické uzliny, apendix). Zakladem struktury
téchto organu je sit tvofena tzv. retikularnimi bufikami a vyplnéna rlznymi typy bunék imunitnich, tedy
imunocyty. V&tsi imunitni organy maji zakladni sit' vyraznéji vyvinutou, s vyjimkou brzliku je tato sit
tvofena retikularnim pojivem mesenchymového plvodu. Zastoupeni imunocytd neni ve vSech
imunitnich organech stejné, Ize fici, ze v daném imunitnim organu byva zastoupeno vzdy vice typu
resp. diferencianich stadii bunék, pfiemz v urcité oblasti organu urcity typ bunék previada.

Thymus: primarni lymfaticky organ, je plvodu mezenchymainiho (lymfocyty) a endodermalniho
(epitelové bunky). Vznika v oblasti 3. a 4. zaberniho oblouku.

Struktura: thymus je obalen vazivovym pouzdrem, ze kterého vybihaji smérem dovnitf organu
prepazky a tyto oddéluji jednotlivé lalicky thymické tkané. Kazdy lalticek je tvofen vnéjsi vrstvou (klira
— cortex) a centralni svétlou oblast, nazyvanou dien — medulla)

Nosnou strukturou kdry jsou epitelialni bunky, hvézdicovitého tvaru s velkymi ovalnymi jadry, ktera se
jevi jako svétla. Tyto buriky obsahuji v cytoplasmé ctokeratinova fibrily, coz doklada jejich epitelialni
puvos. Jsou spolu spojeny desmosomy na koncich cytoplasmatickych vybézkd. Mezi touto nosnou siti
epitelialnich bunék se nachazi imunocyty, pficemz pFevladajicim typem v brzliku jsou lymfocyty.
V klfe prevladaji malé lymfocyty, v dfeni potom stfedni a velké, které maji vétSi podil cytoplasmy,
proto se dfefi jevi ve svételném mikroskopu svétlejSi nez kura. V dfeni se nachazi tzv. Hassalova
téliska, tvofena koncentricky uspofadanymi oplostélymi elementy retikularnich bunék, které se ve
stfedu téliska rozpadaji na bezbunécnou hmotu. funkce téchto télisek je stale sporna.

Cévni a lymfatické zasobeni: cévy vstupuji i vystupuji pfes pouzdro, lymfatické aferentni cévy zde
nejsou — thymus lymfu nefiltruje!! pouze se zde tvofi malé mnozstvi lymfy, které thymus opousti
eferentnimi lymfatickymi cévami. V oblasti kiry se mezi krevnimi cévami a tkani thymu nachazi tzv.
hematothymicka bariéra, ktera brani praniku antigend do kary thymu, v dfeni teto bariéra neni
vyvinuta.

Thymus je vzhledem k celkové velikosti téla nejvétSi po narozeni, zhruba od puberty u €lovéla involuje
a je postupné nahrazovan tukovou tkani.

Kolobéh T lymfocytd: vznikaji v kostni dfeni, krvi se dostavaji do kiry thymu, nasledné do dfené,
v pribéhu této doby dochazi k jejich maturaci (dozrani a ,imunologickému vyskoleni®). Odtud putu;ji
lymfocyty do sekundarnich lymfatickych organd, do tzv. thymus zaviskych oblasti téchto organ,
konkrétné do parakortikalni oblasti lymfatickych uzlin, do periarteridlnich pochev v bilé pulpé sleziny,
do Peyerskych plaku aj.

|1



V thymu jsou dale produkovany tzv. thymové hormony — thymosiny, které plsobi jako ristové a
diferenciacni faktory lymfocyt(.

Lymfaticka uzlina: sekundarni lymfaticky organ kulovitého az ovalného tvaru, nachazi se podél
vétSich lymfatickych cém, pficemz nahromadény jsou zejména v tfislech, axile, v hrudni a bfisni
dutiné, podél cév v oblasti krku apod.

Zakladni fumkci je filtrace lymfy: vSechny lymfa, ktera vznika ve tkanich z tkariového moku musi projit
asponi jednou uzlinou, nez je navracena do krevniho obé&hu.

Struktura: na povrchu se nachazi vazivové pouzdro, na vkleslé strané uzliny se nachazi tzv. hilus —
misto vstupu cév. Vazivové pouzdro vytvafi podobné jako v thymu pfepazky smé&rem dovnitf uzliny.
vlastni tkan uzliny je rozliSena na zevni a vnitfni kGru a dfen. Zevni korova oblast se nachazi pos
vazivovym obalem , na jejim povrchu je vytvofen tzv. subkapsularni sinus, na ktery navazuje
intermedialni sinus a posléze dferiové siny. Témito siny se rozléva lymfa ktera do uzliny vstupuje pres
pouzdro a jako prvni vstupuje do subkapsularniho sinu. Do lumen téchto sinG zasahuji vybézky
antigenprezentujicich bunék, které vychytavaji antigeny lymfou pfinaseni. Ocisténa lymfa se sbira do
eferentnich lymfatickych cév a v misté hilu opousti uzlinu. Krevni cévy vstupuji a vystupuji v misté
hilu. NejdalezitéjSim utvarem zevni korové oblasti jsou lymfatické uzliky, tvofené velkym mnozZstvim
lymfoidnich bunék a také nosnymi bufkami lymfatické tkané, coz jsou retikularni burky
mezenchymového puvodu. vnitfni korova vrstva obsahuje mémé lymfoidnich bunék a uzliky se zde
nevyskytuji. Dfen je tvofena dfefiovymi provazci, mezi nimiz se nachazeji volné prostory vypinéné
lymfou — dfefiové siny. Pfevladajicim bunéénym typem v dfeni jsou antigen prezentujici buriky —
dendritické buriky, pfipadné makrofagy.

Princip imunitni reakce v uzliné spociva v tom, ze antigeny obsazené v lymfé se pfi pratoku lymfy
uzlinou zachycuji fagocytézou v APC bunkach, poté jsou prezentovany lymfocytiim, které pod jejich
vlivem proliferuji a diferencuji do stadia plasmatickych bunék nebo imunokompetentnich T lymfocyt.
Proces proliferace a diferenciace se uskute¢huje prave v lymfatickych uzlicich. Pokud v uzliné probiha
intenzivni imunitni odpovd, uzlina az nékolikanasobné zvétSuje svlj objem a uzliky nabyvaji
charakteru tzv. sekundarnich uzlikd a vnitfni svétlejSi oblasti. Tato centra jsou tvofena pravé
plasmatickymi burikami schopnymi produkovat protilatky. Lymfocyty opoustéji lymfatické uzliny cestou
eferentnich lymfatickych cév, které usti do krevniho ob&hu a maji schopnost se prostfednictvim
krevnich cév dostat znovu zpét do pfislusné uzliny. Takto mohou lymfocyty kolovat v organismu.

Slezina: u ¢lovéka predstavuje nejvétsi lymfoidni organ, dochazi zde predevsim ke kontaktu velkého
mnozstvi fagocytujicich bunék s krvi, proto se slezina oznacuje nékdy také jako ,krevni filtr“. DalSi
dulezitou funkci se destrukce erytrocytl a produkce aktivovanych lymfocytd, které zde proliferuji a
dozravaji. Ve sleziné dochazi také k tvorbé protildtek plasmatickymi burikami.

Stavba: na povrchu se nachazi vazivovy obal — pouzdro, které podobné jako u jiz popsanych organu
vysila pfepazky - trabekuly smérem do nitra sleziny. Vnitini hmota sleziny se nazyva parenchym
neboli pulpa. Na medialnim povrchu je vytvofen hilus, kde vstupuji arteria a vystupuje vena a
vystupuje také eferentni lymfaticka céva. Nosné elementy sleziny jsou retikulatni bunky, z imunocytl
jsou zastoupeny: lymfoidni buriky, makrofagy a antigen prezentujici buriky.

Slezinnou pulpu je mozné i pouhym okem na Cerstvém materialu rozliSit na bilou a ¢ervenou pulpu.
V bilé pulpé se nachazeji lymfatické uzliky podobé jako v ke lymfatickych uzlin, ervena pulpa je
tvofena vazivovymi strukturami tzv. Billrothovymi provazci, mezi nimiz se nachézeji krevni siny.

Krevni obé&h: tepenny obé&h vychazi z arterie lienalis, ktera se po vstupu do hilu sleziny vétvi a
v trabekulach vstupuje smérem dovnitf organu. V mistech, kde arterialni vétve tramce opousti a
vstupuji do parenchymu jsou obaleny bilou pulpou ve které prevladaji lymfocyty. Tyto oblasti se
nazyvaiji periarterialni lymfatické pochvy. Arterialni feCisté potom prechazi do krevnich sinl v ervené
pulpé a nasledné je sbirana do zilniho fecisté, které prostfednictvim vena linealis vystupuje v hilu ven.
Mezi bilou a ¢ervenou puplou se nachazi tzv. marginalni zéna, ktera obsahuje malo lymfocytu, zato
velmi mnoho makrofagd a APC bunék. Zde se uskuteériuje hlavni ¢ast antigenni filtrace” krve.
Zachycené antigeny jsou prezentovany lymfocytim, které zde mohou prestupovat z arterii do pulpy,
aktivovat se a proliferovat v mistech lymfatickych uzlik(. Jsou zde tedy pfitomny APC burky, T i B
lymfocyty a mize zde byt ucinné realizovana imunitni odpovéd. Vznikajici protilatky jsou odvadény
Zilnim fecistém do obé&hu. V bilé puplé sleziny Ize rozliSit oblasti osidlené pfevazné T lymfocyty —
periarterialni pochvy a oblasti s pfevahou B lymfocytd — marginalni zéna a periferni bila pulpa.
Cervena pupla je histologicky tvoFfena retikularni tkani a vysokym obsahem retikularnich viaken.

Tonzily (mandle): jsou slozeny z ¢astecné opouzdfené lymfoidni tkané, nachazi se pod epitelem
v poCate¢nim Useku traviciho traktu. Podle své lokalizace se déli na mandle patrové (2), nosni (1),



jazykové (2). Mandle tvofi pod epitelem souvisly pas lymfoidni tkané, ve kterém se nachazeji
lymfatické folikuly vétSinou se zarodeénymi centry, kde je realizovana imunitni odpovéd na antigeny
vstupujici v této oblasti do organismu. Na patrovych mandlich jsou vyrazné vyvinuté tzv. krypty —
epitelové zahyby, které se zanofuji hluboko do tkané tonzil a na jejich spodiné se nachazeji odloupané
epitelialni buriky, lymfocyty, Zivé a mrtvé bakterie. Pfi zanétu se tyto krypty jeji jako ,hnisavé Cepy*.
Nosni mandle nema krypty vyvinuty, jazykové maji pouze jednu.

Neopouzdiena lymfoidni tkan: se nachazi v fidkém vazivu v riznych Castech téla, nejvice je
vyvinuta v lamina propria traviciho traktu, dychaciho nebo urogenitélniho traktu. V travici soustavé se
pro tyto struktury pouziva oznaleni Peyerovy plaky, nebo se nékdy oznaduji tyto tkané jako GALT,
resp. MALT (Cili lymfoidni tkan asociovana se stfevem, resp. sliznicemi, mukosou). Histologicky ma
tato neopouzdfena tkan podobnou strukturu jako uzliky v lymfatickych uzlinach, skladaji se z husté
nakupenych T lymfocytd (na obvodu uzliku) a B lymfocytd v centru, které se diferencuji na plazmatické
bunky.

Uloha 1: Mikroskopovani trvalych preparattd brzliku, sleziny, tonazil,
Peyerovych plaku, lymfatickych uzlin

Histologie bunék imunitniho systému

Leukocyty: z krevniho fecisté vycestovavaji do tkani, kde plni imunologické funkce. Jejich zastoupeni
v pojivech, zejména v fidkém vldknitém pojivu je natolik vyznamné, Ze jsou povazovany za soucast
této tkané a nazyvaiji se v této souvislosti jako volné bunky pojiva.

Podle tvaru jadra a obsahu granul v cytoplazmé se déli na granulocyty a agranulocyty.

Granulocyty (neutrofily, eozinofily, bazofily) obsahuji dva typy granul:

specificka granula, ktera se specificky barvi podle typu kyselymi nebo bazickymi komponentami
barvici smési Romanovského.

azurofilni granula, ktera jsou povazovana za lyzosomy a barvi se purpurové.

Agranulocyty (monocyty, lymfocyty) specificka granula neobsahuji, azurofilni ano.

Pocet leukocytu u ¢lovéka je 6 — 10 000 v mikrolitru krve.

Neutrofily: tvofi 60 - 70 % cirkulujicich leukocytli, maji 12 — 15 mikrometr(, jadro se sklada zé — 5
segmentl spojenych tenkymi spojkami jaderné hmoty. U nezralych neutrofill ma jadro segmentaci
pouze naznacenou a tento typ bunky se nazyva ty¢ka nebo ty¢. U samic savcu je nékdy na
neutrofilech pozorovatelné tzv. Barrovo télisko — kondenzovany X chromozém, ktery se jeji jako
paliCkovity pfivések na jednom segmentu. Ve zralych neutrofilech je cca jedna tfetina granul
azurofilnich (primarni lyzosomy) a dvé tfetiny tvofi granula specificka. Mitochondrie a proteosynteticky
aparat je malo vyvinuty. V cytoplazmé neutrofild je dale obsaZen glykogen, to souvisi se schopnosti
neutrofil( pfezivat i v anaerobnim prostfedi (napf. v ¢asteéné nekrotickych tkanich) a dokonce v téchto
podminkach vykonavat své imunologické funkce. Neutrofily jsou terminalni stadia bunék, v ob&hu Ziji
jen 6 — 7 hodin, v tkanich je jejich polo€as Zivota 1 — 4 dny bez ohledu na to, zda fagocytuji i nikoli.

Neutrofil segment Neutrofil ty¢ka
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Eozinofily: tvofi 2 — 4 % cirkulujicich leukocytli, jedna se rovnéz o termindlni stadia bunék,
mitochondrie, ER a Golgiho komplex je malo vyvinuty. Eozinofily jsou trodku vétSi nez neutrofily, maji
typicky dvousegmentové (brylovité jadro). Obsahuji hodné (az 200 v bufice) specifickych granul, ktera



se barvi eozinem cihlové ¢ervené. Granula obsahuji bilkovinu s vyraznym zastoupenim argininu, ktera
se oznacuje hlavni bazicky protein.

Eozinofil

VD

Bazofily: tvofi méné nez 1% cirkulujicich leukocytd, jadro je méné kondenzované nez u ostatnich
granulocyt(l, byva esovitého tvaru a €asto je prekryto specifickymi granulemi, protoze tato se podobné
jako jadro barvi zasaditymi slozkami barviva. Hlavni komponentou specifickych granul je histamin a
heparin. Bazofily vykazuji fadu podobnosti s zirnymi burikami, které se v minulosti oznacovaly jako
tkanové bazofily. Jedna se v§ak o odliSné typy bunék, vzniklé z jinych prekurzord kostni diené.

Bazofil

Lymfocyty: podle stupné diferenciace rozeznavame lymfocyty malé, stfedni a velké. V perifernim
obéhu pfevladaji malé lymfocyty, které maji primér 6 — 8 mikrometrd, kulovité jadro, které vyplnuje
témér celou bunku. Jadra lymfocytl se intenzivné barvi, chromatin je kondenzovan ve formé hrubych
zrnek. Cytoplazma se v krevnich natérech jevi jako uzky lem okolo jadra, je bazofilni, po obarveni je
svétle modra. V lymfocytech jsou obsazeny mitochondrie a proteosynteticky aparat. Ve svételném
mikroskopu nelze rozeznat, zda se jedna o T nebo B lymfocyty a potize &ini i uréeni velkych lymfocytd
pro jejich podobnost s monocyty. Imunocytochemickymi metodami bylo zjisténo, Ze vétsina lymfocytu
kolujicich v krvi jsou dlouhozZijici pamétové T lymfocyty. Pouze asi 15 % cirkulujicich lymfocytl jsou B
lymfocyty, které se po antigennim podnétu mohou nékolikrat délit (proliferace) a vyzrat (diferenciace)
v plazmatické buriky produkujici ve tkanich protildtky. T i B lymfocyty mohou vyzrat bud v tzv.
efektorova stadia nebo v pamétové buriky, které mohou v organismu mnoho let, patrné i po cely Zivot
jedince. U Clovéka a nékterych dalSich savcl dochazi po puberté k postupné involuci thymu a jeho
pfeméné na tukovou tkan, pfesto bunécna imunita zGstava funkéni az do konce zivota. Neni zcela
jasné, zda a pokud ano tak kde se uskutecriuje maturace a ,Skoleni* lymfocytu.

Vyvoj lymfocytl je pomérné komplikovany, nékteré detaily stale nejsou zcela objasnény. Lymfocyty
vznikaji z lymfoidni pluripotentni buriky v kostni dfeni. Diferenciace v imunokompetentni bunky se
uskute€huje v primarnich imunitnich organech: thymu (T lymfocyty) a kostni dfeni (B lymfocyty). U
ptaku je za misto dozravani B lymfocytll povaZzovana Fabriciova burza, objevena v 60. letech minulého
stoleti. Diferenciace v imunokompetentni bufiky mimo jiné znamena, Ze z celkové populace lymfocytl
vytvofenych v organismu se zachovaji pouze ty, které maji optimalni afinitu k vlastnim MHC
molekulam, resp. endogennim peptidim prezentovanym témito molekulami. Ostatni lymfocyty, jejich
receptory vykazuji k témto molekuldm pfiliS nizkou nebo naopak pfili§ vysokou afinitu zanikaji
procesem apoptézy. Rozsah tohoto déje je obrovsky: pfedpoklada se, Zze az 80 % vytvofenych
lymfocytl zanika v thymu z ddvodu této ,nevhodné® receptorové vybavy. Vysvétleni je pravdépodobné
takové, ze lymfocyty vtéto své vyvojové etapé exprimuji celé spektrum receptord pfisluSného
Zivo€idného druhu. To je z evoluéniho hlediska vyhodné, protoze takto se zvySuje pravdépodobnost,



Ze vramci populace se vzdy najde jedinec, ktery bude svymi receptory na imunitnich bufkach
schopen reagovat na urcity (tfeba atypicky) antigen.

Lymfocyt maly Lymfocyt stfedni

Monocyty: jsou nejvétsi, 12 — 20 mikrometr(l, jadro je ovalné, €asto s ledvinovitym vykrojem, ktery
vS§ak nemusi byt v mikroskopu vzdy patrny. Chromatin je na rozdil od lymfocytd méné kondenzovany,
jadra se tudiz jevi jako svétlejsi nez u velkych lymfocytl. Cytoplazma obsahuje jemna azurofilni
granula (lyzosomy) ktera jsou na hranici rozliSitelnosti svételného mikroskopu. Na monocytech mohou
byt patrné i vybézky cytoplazmy, svédcici o probihajici fagocytoze. V jadfe se mohou vyskytovat
jaderka a dobfe je vyvinuty i proteosynteticky aparat.

Polocas setrvani monocytu v krvi je 12 — 100 hodin, poté zpravidla pronikaji do tkani, kde se ve vazivu
diferencuji na makrofagy.

Monocyt

Trombocyty: jsou bezjaderné okrsky cytoplazmy odSkrcené z matefské buriky — megakaryocytu,
ktery je polyploidni a nachazi se v kostni dfeni. Fragmenty desti€ek maji velikost 2 — 4 mikrometry a
v krvi se nachazeji v mnozstvi 400 000/ mikrolitr. Patfi mezi kratcezijici buriky, v periferni krvi
pretrvavaji zhruba 10 dni. Membrana desti¢ek je bohata na glykosoaminoglykany a glykoproteiny a
ma zifejmé vyznam pro adheze desti¢ek na poSkozena mista v cévach a vzajemné agregace desticek.
desticky obsahuji velké mnozstvi granul, ktera jsou ohraniCena membranou a také glykogenové

inkluze. V tzv. alfa — granulich je obsazen fibrinogen.

Uloha 2: Mikroskopovani krevnich roztért savcu, ptaku, ryb, plazi

Fagocytéza a metody jejiho sledovani

Fagocytdza je jeden ze zakladnich projevll ZivociSnych bunék. V savéim mnohobunééném organismu
existuje cela fada bunék, u kterych je schopnost fagocytézy zachovana. OvSem pouze urcita skupina
bunék vyuziva fagocytézu k jinému uc€elu nez k ziskavani potravy. Tyto buriky se oznaluji jako
profesionalni fagocyty a Ize je rozdélit do dvou skupin podle toho, zda jsou ureny k pfimé likvidaci



Skodlivin (neutrolily, eosinofily) nebo zda maji za Ukol pouze zpracovani a prezentaci antigenu
(dendritické bunky, monocyty, makrofagy).

Proces fagocytoézy se sklada z nékolika dil€ich kroku

Krok fagocytozy Metoda k jeho detekci
1) Chemotaxe Boydenova komurka, Rebuckovo koZni okénko
2) Rozpoznani / navazani MSHP test
3) Pohlceni MSHP test
4) Degradace / usmrceni Detekce oxidativniho vzplanuti, bakteiricni test

Pro stanoveni fagocytdzy existuje vice metod, pfi¢emz nékteré se zaméfuji pouze na dil€i kroky (napf.
na pohlceni — MSHP test, nebo na degradaci - oxidativni vzplanuti) zatimco jiné jiné metody jsou
schopny monitorovat cely popsany proces (baktericidni test z plné krve).

Testy pro stanovovani chemotaxe
Pro pribéh chemotaxe je nutny
1) podnét (chemokiny, leukotrieny apod.)
2) receptory pro vySe uvedené
3) cytoskelet umozhiujici lokomoci bunék
V kazdém z téchto dil€ich krokim muize dochazet k porucham. Uvedené testy nas informuji pouze o
celkovém pribéhu procesu a nelze s jejich pomoci uréit, ve kterém konkrétnim kroku je porucha.

Boydenova komurka

Je zaloZena na priichodu fagocytl pres nitrocelul6zovou membranu z jedné ¢asti nadoby do druhé,
kde je umistén chemoatraktant. Polet bunék, které vykazuji pozitivni chemotaxi je mozné
kvantifikovat. Metoda byla hodné uplatfiovana pfed zhruba 30 lety. V sou€asnosti se jiZ nepouziva pro
velkou pracnost, variabilitu vysledki a pomérné malou vypovédni hodnotu.

Rebuckovo kozni okénko

Princip je zalozen na migraci leukocytli do mista zanétu (posSkozeni tkané). Sterilni kryci sklicko se
priklada v ur€itych €asovych intervalech na pokozku, ktera se predtim narusi sterilnim skalpelem.
Leukocyty, které pronikly na povrch do mista zanétu pak ulpi na pfilozeném sklicku. Sklicko se obarvi
a vysledek se hodnoti visualné.

MSH test

Slouzi k detekci miry pohlcovani (ingesce). Castice, které se vtomto testu pouZivaji jsou
z hydroxyethylmetakrylatu. Jsou hydrofilni, maji nizky negativni naboj, proto maji minimalni
nespecifické adheze na burnky a vzajemné neagreguji. Pro stanoveni se pouziva plna krev, reakéni
poméry slozek udava vyrobce MSHP, test trva hodinu a inkubuje se pfi 37 °C. Dale je potfeba zajistit
mirné tfepani béhem celého procesu — buriky musi mit relativni klid na ingesci partikuli, ale zaroven
partikule nesmi klesnout ke dnu. Ze suspenze se zhotovi krevni roztér, ktery se obarvi. Intenzita
fagocytozy se poté hodnoti ve svételném mikroskopu. Jako pozitivni se zpravidla oznaduji bunky,
které pohlti 3 a vice partikuli. Lze hodnotit i po€et partikuli fagocytovanych 1 burikou.

Z protisrézlivych aditiv lze pouzit heparin nebo EDTA. Heparin se pouziva v koncentraci
10 — 50 U/ml, ov8em tlumi miru fagocytézy. EDTA zase vychytava vapenaté ionty, které jsou nutné
pro aktivaci bunék.

Vyhody: jednoduchost
Nevyhody: nutna zkuSenost s vyhodnocovanim, krev musi byt Cerstva (do 2 hodin po odbéru),
nutnost pouZiti antikoagulantii.

Vyuziti: Vypovédni hodnota této metody je omezena. Méfit Ize pouze snizeni hodnot. ZvySeni nelze
dost dobfe detekovat, nebot kazdy fagocyt je schopen fagocytdzy, pokud je mu dodan substrat v
nadbytku.

Ke snizeni fagocytdzy vSak dochazi pouze za velmi vaznych stavu jako jsou napfiklad kone¢na stadia
nadorovych onemocnéni nebo tézké imunodeficence. Nizkou schopnost fagocytézy maji také
prekurzory perifernich neutrofild — ty¢ky. Vétsi vyuziti ma metoda ve vyzkumu nez v klinické praxi.



Napriklad v toxikologickych testech, kdy xenobiotika mohou ovliviiovat funkce fagocyta. Dalsi vyuziti je
sledovani ucinnosti I€é€by kolonie stimulujicimi faktory (GM-CSF).

Baktericidni test

Test zachycuje vSechny faze fagocytozy. Princip je stejny, jako u MSHP, misto ¢astic se vyuziva
Zivého patogenu (Candida albigans, Stafyloccocus aureus). Test se provadi na plné krvi nebo
izolovanych granulocytech.

Jelikoz fagocyt vyuziva vice mikrobicidnich fagocytu. Pfipadny defekt fagocytézy neni mozno v bunce
presné lokalizovat.

Vyhodnoceni

U velkych mikroorganism( (C. albigans) lze vyhodnocovat mikroskopicky po obarveni s vyuzitim
trypanovou modfFi. Hodnoti se mnozZstvi usmrcenych (obarvenych) mikroorganismu. Pred viastnim
hodnoceni je tfeba leukocyty lysovat.

U malych mikroorganismu (S. aureus) se vyuziva hodnoceni na kultivaénich pudach. Bakterie se po
probéhlé reakci vysadi na zivnou padu a ty, které prezily vytvofi kolonie, které se pocitaji.

Vyhody:

Nevyhody: metoda je naro¢na na praci a tézko standardizovatelna, je opét potfeba Cerstva krev,
antikoagulancia, neustalé tfepani, pro kultivace mikrobl je nutné zazemi mikrobiologické laboratore.
PFfi pasazovani mikroorganismu dochazi ke sniZzovani jeho virulence a zménach antigennich
vlastnosti, proto je obtizné srovnani jednotlivych stanoveni.

Detekce oxidativniho vzplanuti:

NBT test: pfi stanoveni se vyuZiva substrat NBT — nitroblue-tetrazolium chlorid. Detekce oxidaéniho
metabolismu je zaloZzena ne redukci bezbarvé tetrazoliové soli (NBT) na barevny formazan. NBT
vstupuje do bunék a po jejich aktivaci se vlivem oxidacnich pochodl ve vakuole nebo na membranach
bunék redukuje na barevnou formu — tmavé modry formazan. Touto metodou se prokazuje hlavné
schopnost fagocytu tvofit kyslikové radikaly aktivaci NADPH oxidazy. Reakci Ize vyhodnocovat
odeditanim v optickém mikroskopu, kdy se hodnoti procento pozitivnich bunék, tedy téch, které
obsahuji tmavé modré skvrny formazanu. DalSi moznosti je spektrofotometrické hodnoceni intenzity
vzniklého zbarveni, v tomto pfipadé se pracuje na mikrotitracnich deskach. Metodu Ize kombinovat se
sledovanim ingesce MSH partikuli a zjistit tak, zda bufky, které maji normalni fagocytézu jsou
schopny tvofit kyslikové radikaly cestou oxidativniho vzplanuti.

Vyhody a nevyhody:
Metoda je levna, nenaro¢na. Krev musi byt podobné jako u ostatnich metod detekce fagocytozy
zpracovana do dvou hodin po odbéru.

Chemiluminiscence:

Tato metoda je nejvhodnéjsi pro kvantitativni hodnoceni oxidativniho vzplanuti. Kli¢ovym enzymem je
NADPH oxidaza v membrané fagocytl, ktera pfenasi elektron na molekulovy kyslik, ¢imz se tvofi
superoxidovy radikal:

NADPH
oxidaza
02 + el > 02_.

0O, +H,0 5 H,O, + O " singletovy kyslik

Béhem téchto procesli vznikaji elektronové excitované stavy, které emituji fotony. PFi
chemiluminiscen&nim stanoveni jsou emitované fotony zachycovany tzv. luminoforem

(luminol, izoluminol nebo lucigenin). Ten je pfijetim fotond uveden do excitovaného stavu a nasledné
vyzafi energii v podobé svétla, které je detekovano pfistrojem — luminometrem.

Vzorky se vysetfuji vZdy v paralelkach, stanoveni je vysoce citlivé. Lze hodnotit jednak spontanni CL,
kdy se nepfidava aktivator a aby vzorky mély stejny objem a tedy i koncentraci reakénich slozek,
pfidava se misto aktivatoru médium. Dale se stanovuje aktivovana CL, kdy jako aktivator( se poziva
napf. PMA — phorbol myristat acetat, ktery aktivuje pfimo proteinkinazu C a dale pak NADPH oxidazu.
DalSim pouzivanym aktivatorem je suspenze mikroorganismu, Skrobovych ¢astic nebo Zymosanu, coz
je slozka bakterialnich bunéénych stén.



Mefeni trva zpravidla jednu hodinu a vysledkem je CL kfivka, ktera ma za fyziologickych podminek
tvar charakteristicky pro pouzity vzorek (plna krev, izolované bunky) a zejména pro typ pouzitého
aktivatoru.

Vyhody a nevyhody:

CL aktivitu je nutné zméfit do dvou hodin po odebrani krve, krev musi byt heparinizovana, pficemz se
musi pocitat s tim, Ze heparin muze zhaset chemiluminiscenci. Méfeni trva pomérné dlouho — 1
hodinu . vysledek je nutno vétSinou pfepoditat na pocet bunék ve vzorku, nebo dat do vzorku jiz
znamy pocet bunék. Vzhledem k tomu, Ze luminometry nepatfi k b&Znému vybaveni imunologickych
laboratofi, je tato metoda vyuzivana spiSe jen ve vyzkumu nebo v ramci specialnich vySetfeni deficitu
fagocytozy. Dovede totiz zachytit SirSi spektrum poruch véetné deficitd myeloperoxidazy, nez testy
NBT.

Touto metodou Ize sledovat i zvy€eni hodnoty oxidativniho vzplanuti, které mohou byt nebezpeéné.
Vlivem vyS8Si produkce kyslikovych radikald maze dochazet k tzv. oxidativnimu poskozeni bunék a
tkani vlastniho organismu. P¥i téchto stavech byva zvySena i spontanni che,miluminiscence.

Uloha 3: Stanoveni fagocytarnich schopnosti leukocytd krve in vitro za pomoci
hydrofilnich partikuli MSHP

Princip

Bé&hem inkubace plné krve s mikrosférickymi hydrofilnimi partikulemi (tzv. MSH partikule - MSHP)
pohlcuji profesionalni fagocyty z krve (netrofily, eozinofily, monocyty) MSH c¢astice, které jsou
pozorovatelné v mikroskopu pod imerzi. Po urcité dobé inkubace se z krvinkové masy zhotovi krevni
natér, obarvi se a hodnoti mikroskopicky. Sleduje se jednak pocet bunék, které fagocytovaly, a také
pocet Castic v jednotlivych burikach.

Pomucky a chemikalie

1. Komeréné dodavana souprava MSHP: obsahuje partikule v mnozstvi 600 000/ dest. vody a
fosfatovy pufr PBS. Obé puvodné oddélené slozky se pfed pouzitim smichaji v poméru 1 : 1 a
smés se dukladné protfepe.

2. Heparin - zasobni roztok v koncentraci 5 000 U/ml. Pfi stanoveni fagocytézy nema koncentrace
heparinu pfekrocit 10 U/ml piné krve. MySi krev vykazuje vy$Si schopnost koagulace neZ lidska,
proto ve cvi€eni budeme pouzivat vy8si koncentraci heparinu a to 50 U/ml, coZ odpovida 10 ul
zasobniho roztoku heparinu na 1 ml piné krve.

3. Komeréné dodavana souprava na barveni krevnich natéri — Leukodif.

4. Jehly, tampony, desinfekéni roztok alkohol — éter, naplast, podlozni sklicka, rukavice,
mikrozkumavky, pipety, termostat aj.

Postup:

1. Spole€né provedeme odbér mysSi krve z kréni cévy do nadbytku heparinu (1 ml krve + 10 pl
zasobniho roztoku heparinu).

2. Spole¢né si pfipravime dva zasobni roztoky (500 ul smési MSHP a PBS v poméru 1:1):
1. roztok bez heparinu pro mysi krev, ktera bude heparinizovana jiz pfi odbéru
2. roztok s heparinem — pfidame 5 pl zasobniho roztoku heparinu. Tento roztok bude pro
lidskou krev.

S mysSi krvi pracuje kazdy zvlast, zatimco s lidskou pracujeme ve skupinach po dvou az tfrech. Z mysi i
lidské krve délame vzdy 2 roztéry. Jeden bez partikuli a druhy s partikulemi po inkubaci.

3. Do dvou oznacenych eppendorfek napipetujeme:
1. eppendorfka (pro mysi krev): 15 ul suspenze MSHP bez heparinu + 30 pl krve
2. eppendorfka (pro lidskou krev): 7,5 ul suspenze MSHP s heparinem + 15 pl krve

4. Eppendorfky uzavieme, mirné protfepeme a inkubujeme 30 minut pfi 37 °C. B&hem inkubace
alespon 2x mirné protfepeme. Pipetou pfeneseme krvinkovou masu na Cisté podlozni sklicko a
zabrouSenym skliCkem udélame roztér, ktery po zaschnuti obarvime.



Pozn. lidskou krev odebirame dle pokynu vyucujiciho na vyhrazeném misté a dbame zasad spravné
laboratorni prace.

Hodnoceni

Béhem pocitani bunék si zaznamenavame jednotlivé typy leukocytd do tabulky v€etné poctu
zfagocytovanych partikuli. Krevni diferencial vyhodnocuje ze 100 bunék.

Z natéru bez MSHP uréime diferencialni pocet leukocytll pro mysSi i lidskou krev.

V natérech s MSHP urcime:
- fagocytarni aktivitu tj. poet bunék které fagocytovaly / poCet bunék schopnych fagocytozy.
Vysledek nasobime 100.
- fagocytarni index tj. po€et fagocytovanych ¢astic / po€et fagocytujicich bunék.

Oba parametry vyhodnotime pro lidskou i mysi krev.

Uloha 4: Stanoveni fagocytarnich schopnosti leukocytti krve in vitro metodou
chemiluminiscence

Teorie: fagocyty, pfedevSim neutrofily reaguji na stimulaéni podnét oxidativnim vzplanutim, pfi
kterém se tvofi kyslikové radikaly — tzv. reaktivni kyslikové metabolity RKM. Tyto radikaly pfedstavuji
velmi silny baktericidni mechanismus fagocytl. KliGovym enzymem pro vznik kyslikovych radikala je
NADPH-oxidaza, ktera pfenasi elektron na molekularni kyslik a ten se timto redukuje na superoxidovy
radikal. Superoxidovy radikal je zakladem pro dalSi RKM, napf. peroxid vodiku, hydroxylovy radikal.
Peroxid vodiku muaze vstupovat do reakce s myeloperoxidazou a CI ionty, pfi které se tvofi vysoce
reaktivni oxidanty, v€etné kyseliny chlorné.

Princip stanoveni: pfi reakcich oxidativniho vzplanuti vznikaji elektronové excitované stavy
zUcCastnénych €astic. Pfi navratu do zakladniho stavu jsou emitovany fotony. Tato chemiluminiscence
(CL) je pro potieby stanoveni zesilena tzv. luminoforem (luminol nebo lucigenin).

luminol + oxidant —®-aminoftalat + N, + svétlo (425nm)

Vznikajici svétlo Ize detekovat na specialnich pfistrojich zvanych luminometry, které jsou vybaveny
citlivym detektorem s fotonasobi¢em.

Material a pomtcky:

HBSS pH 7,4 (Hanksuv roztok)

roztok luminolu v boratovém pufru 0.01 M, (3-aminophthal-hydrazid, mol. Hmotnost 177,16) aktivator:
suspenze opsonizovanych zymozanovych ¢astic (OZP) v HBSS (2,4 mg/ml)

krev fedéna HBSS (10 pl krve v 5 ml HBSS)

Sablona s méficimi jamkami (mikrotitracni desti¢ka), pipety, plasty, Luminometr.

Postup: dle schématu napipetujeme do jamek slozky reakce v tomto poradi:
luminol

HBSS v pfipadé spontannich

aktivator v pfipadé aktivovanych,

vzorek krve rozfedény v HBSS, v pfipadé blanku pouze HBSS

Ihned mé&fime na luminometru v reZimu: interval mezi jednotlivymi méfenimi: 90 s, poCet méficich
cyklu 40, teplota 37°C, bez michani.

Vyhodnoceni: z naméfenych hodnot po odecteni blanku uréime pik — maximalni hodnotu
chemiluminiscence a €as, kdy bylo piku dosazeno. Pro potfeby pfesnych srovnani jednotlivych vzorkd
je nutné naméreny CL signal pfepocitat na pocet fagocytl. Dale je potfeba uvést pfi jaké koncentraci



luminolu a aktivatoru bylo méfeni provedeno, tj, jaka je koncentrace v méfici jamce - tyto hodnoty
vypocteme z koncentraci uvedenych v materialu a metodach.

Schéma desticky:

spont spont spont spont spont spont spont spont spont spont spont spont spont
blank vzorek vzorek vzorek vzorek vzorek vzorek vzorek vzorek vzorek vzorek vzorek vzorek
spont spont spont spont spont spont spont spont spont spont spont spont spont
blank vzorek vzorek vzorek vzorek vzorek vzorek vzorek vzorek vzorek vzorek vzorek vzorek
spont spont spont spont spont spont spont spont spont spont spont spont spont
blank vzorek vzorek vzorek vzorek vzorek vzorek vzorek vzorek vzorek vzorek vzorek vzorek
spont spont spont spont spont spont spont spont spont spont spont spont spont
blank vzorek vzorek vzorek vzorek vzorek vzorek vzorek vzorek vzorek vzorek vzorek vzorek
akt akt akt akt akt akt akt akt akt akt akt akt akt
blank vzorek vzorek vzorek vzorek vzorek vzorek vzorek vzorek vzorek vzorek vzorek vzorek
akt akt akt akt akt akt akt akt akt akt akt akt akt
blank vzorek vzorek vzorek vzorek vzorek vzorek vzorek vzorek vzorek vzorek vzorek vzorek
akt akt akt akt akt akt akt akt akt akt akt akt akt
blank vzorek vzorek vzorek vzorek vzorek vzorek vzorek vzorek vzorek vzorek vzorek vzorek
akt akt akt akt akt akt akt akt akt akt akt akt akt
blank vzorek vzorek vzorek vzorek vzorek vzorek vzorek vzorek vzorek vzorek vzorek vzorek

spontanni blank: 25 ul luminol 250 yl HBSS, 25 yl HBSS — misto aktivatoru
aktivovana blank : 25 ul luminol, 250 yl HBSS, 25 OZP

vzorek spontanni: 25 ul luminol, 25 yl HBSS, 250 vzorek
vzorek aktivovana: 25 pl luminol, 25 pyl OZP, 250 vzorek

Elektroforetické metody

Princip: rozdéleni proteint (nejcastgji krevnich bilkovin) na zakladé jejich pohyblivosti v elektrickém
poli. Po tomto kroku vétSinou navazuji dalSi metody zalozené na reakci antigen — protilatka. Dualezité
je, ze bilkoviny se déli podle povrchového naboje. K realizaci elektroforetickych metod je nutny zdroj
stejnosmérného elektrického proudu, specialni elektroforetické vany, vhodny pufr a vhodny nosic.
Jako nosi¢ se v minulosti pouzival papir, acetatcelulbzova membrana nebo agar, dnes se prakticky
vyluéné pouziva agaréza nebo polyakrylamidovy gel.

Rozdil mezi agarézou a agerem spocCiva vtom, Ze agar je nehomogenni smés polysacharidu
ziskanych z mofskych fas, zatimco agaréza je homogenni, po chemické strance se jedna o polymer
sloZzeny z disacharidovych jednotek — agarobi6zy. Agar6za se pro elektroforézu pouziva v koncentraci
0,5 — 2 %. P¥i této koncentraci tvofi gel, ktery vyhovuje pozadavkim, pouze je kfehky, coz mirné
komplikuje manipulaci.

Polyalrylamid je homogenni, hydrofilni, ma vyborné mechanické vlastnosti, nizkou elektroosmézu a
nizkou absorpci. Lze ho pfipravit v rizné hustoté, zkoumané latky se potom déli nejen podle naboje,
ale i podle velikosti molekul. Nevyhodou je pouze toxicita zakladniho monomeru.

Imunoelektroforéza: jednd se o elektroforetickou separaci nasledovanou imunoprecipitaci
rozdélenych protein specifickymi protilatkami, vétSinou v prostfedi agarézy. V této metodé je tedy
obsaZena i imunologicka reakce antigen — protilatka. Metoda imunoelektoforéza (imunoelfo) byla
poprvé publikovana v roce 1952 a od té doby na$la rozsahlé uplatnéni v imunologickém vyzkumu i
diagnostice. V sou€asnosti se nejvice pouziva pfi stanoveni paraproteinu (Cili nedplnych fetézcl
imunoglobulind) pfi monoklonalnich gamapatiich.

Vyhody a nevyhody: metoda imunoelektorforézy je nenaro¢na na €as i vybaveni, neni draha. Pouze
proces odecitani a interpretace vysledkl je do zna¢né miry zavisly na zkuSenostech pracovnika, o




slozitosti této problematiky svédci fakt, Ze o imunoprecipitaci proteini existuji celé samostatné
monografie.

Imunofixace: je modifikaci imunoelektroforézy; spociva v tom, ze po elektroforéze se na agarézovy
gel polozi maska s vyfezy. Otvory se naplini pfisluSnymi protildtkami anti IgG, anti IgA, anti IgM, anti
kappa, anti lambda. Vzniklé precipitaéni linie se pak porovnavaji se standardnim sérem a lze tak
posuzovat odchylky ve smyslu poklesu nebo narustu jednotlivych tfid protilatek, resp. lehkych fetézcu.

Vyuziti elektroforetickych metod:

- orientacni vySetfeni bilkovin krevni plasmy: zde se nej¢asté&ji posuzuji linie odpovidajici albuminu, a1
a2 f ay globulinu. Pfi imunologickych vySetfenich Ize touto metodou zachytit zvySeni, resp. snizeni y
globulinové frakce.

- rozdéleni antigend pro imunoblotting

- obecné déleni bilkovin v experimentalnich studiich

Uloha 5: Raketova elektroimunodifuze podle Laurella

Zkoumany antigen je stejnosmérnym elektrickym proudem roznasen do gelu s protilatkou. Vznikajici
precipitdt ma podobu raket. Podstatou techniky je neustdlé rozpousténi precipitdtu putujicim
prebytkem antigenu az do okamziku, kdy je veskery antigen vyvazan specifickou protilatkou. Jde o
jednu z nejpfesnéjSich kvantitativnich difuznich metod.

Pomlcky: stojanek se zkumavkami, nastavitelné mikropipety, sklenéné desky 5 x 5 cm, agaréza 1%,
Ag - lidské sérum koncentrované, fedéné 1:2, 1:4, 1:8, Ab, vodni lazen 48 — 49°C, zdroj napéti,
elektroforetické komory

Provedeni: Na vodni lazni rozvafime 1% agarézu (pufru dame o 5 ml méné). Vytemperujeme ji na 48-
49°C stejné. Smichame 5 ml agarézy s malym mnozstvim koncentrované protilatky a nalévame 2,4 mi
na Cistd skla. Nechame ztuhnout ve vodorovné poloze, podle Sablony vysekdme jamky. Pipetou
naneseme 3 pl vzorku antigenu. Sklicka ulozime do elektroforetickych komor. Imunoelektrodifize
bude probihat 2 hodiny pfi konstantnim proudu 20 mA.

Su$eni a barveni: Po inkubaci pereme skla nejvySe 2 minuty ve fyziologickém roztoku, zabalime je do
chromatografického papiru navihéeného fyziologickym roztokem a pfes noc suSime pfi pokojové
teploté. Poté sejmeme papir, skla opereme pod tekouci vodou a barvime barvicim roztokem (225 ml
CH3O0H, 25 ml CH3COOH, 0,25 g amidocerni 10B) do dostate¢ného obarveni linii. Pozadi odbarvime
diferenciacnim roztokem (CH3OH : CH3COOH 10:1). Nakonec opereme v destilované vodé a
usuSime bez papiru.

Vyhodnoceni: plocha raketky po odecteni startovaci jamky je umérna koncentraci antigenu. Pro
zjednoduseni je mozné zméfit pouze vySku raketky od horniho okraje startovaci jamky.




Imunodifuzni metody

Metoda radialni difuze byla nejvice pouzivana v 80tych letech minulého stoleti, kdy slouzila jako
standardni metoda pro stanovovani rliznych sérovych proteinl. Stanovovaly se nejCastéji protilatky a
Casti komplementu. Dnes se ke stanoveni téchto parametrd nahrazeno nefelometrii a turbidimetrii.
V soucasné dobé se pomoci radialni difuze stanovuji hlavné IgD protilatky, které maji malou aviditu,
proto nelze vyuzit turbidimetrického respektive nefelometrického stanoveni. Dale se radialni difuze
pouziva pfi stanoveni lysozymu.

PfFiklady
V gelu V jamce Vysledek reakce
Stanoveni aktivitu lysozymu Bakterie Lysozym Projasnéni gelu
PFitomnost antigenu ve vzorku Protilatka Antigen Vznik precipitaniho prstence
Stanoveni hemolytické aktivity Senzibilizované | Sérums Zména barvy gelu v disledku
komplementu erytrocyty komplementem hemolyzy

Princip radialni difuze

Pfi této metodé je jedna ze slozek (bakterie, protilatky nebo senzibilizované erytrocyty) rozpusténa
v agarézovém gelu a druha (lysozym, antigen, sérum s komplementem) difunduje z jamky radialné do
okolniho gelu. Pfi manipulaci je potfeba dodrzet spravnou teplotu tak, aby gel byl tekuty a zaroven
nedochazelo k denaturaci proteinu teplotou.

Vyhody a nevyhody: jednoduchost, Casové narona, nutna zkusenost a zru¢nost, pfi kvantitativnim
hodnoceni je nevyhodou jeji omezeny rozsah.

Uloha 6: Stanoveni lysozymu metodou jednoduché radialni difuze

Lysozym je latka enzymatické povahy. Rozklada polysacharid murein, ktery je zakladnim
komponentem bunécénych stén bakterii, ¢imz lyzuje grammpozitivni bakterie.Vyskytuje se nejen u
obratlovcu (sliny, sekrety, krevni sérum, mléko mo¢, pot, jatra, cytoplazma fagocytd ...), ale i u
bezobratlych (hemolymfa ...) a nékterych rostlin (Papaya latex, Ficus apod.). Vice viz rozSifujici
informace na konci kapitoly.

Pomucky

pripravena sklenéna plotna 5x5 cm s vrstvou agarézy, ktera obsahuje bakterie (Micrococcus luteus)
vyvéva, Petriho misky na vihkou komurku, borat-fosfatovy pufr, zabrouSena jehla na vysekavani
jamek, vyvéva, hemolymfa.

Postup pripraveno predem

1. P¥iprava mikrokoka:
b) Micrococcus luteus (dfive M. lysodeicticus) naoCkujeme na misku a inkubujeme 24 — 48
hod.

2. Priprava sklenénych desek:

a) ocistime skla alkoholem

b) na vodni lazni rozvafime 1,2% agardézu v borat-fosfatovém pufru (budeme-li chtit nalité
plotny uchovavat delSi dobu, pfidame nékolik kapek merthiolatu pro konzervaci)

c) do agarézy pfidame mikrokoka pomoci klicky (cca 30 mg na 10 ml)

d) ddkladné promichame a pipetujeme 2,4 ml na skla 5x5 cm umisténé na absolutné
vodorovné ploSe. Nechame ztuhnout.

e) Z Petriho misky a vlhkého filtracniho papiru pfipravime vihkou komurku



Vlastni prace:
1. zabrous$enou jehlou napojenou na vyvévu vysekame do agardzy jamky dle Sablony
2. priprava kalibra¢ni fady
- 1 mg lyofilizovaného lysozymu ma aktivitu pfiblizné 24 000 jednotek.
- zasobni roztok lysozymu ma koncentraci 10 mg/ml
-z téchto udaji vypocteme koncentraci a aktivitu lysozymu v jednotlivych fedénich

Oznacdeni zkumavky 1. 2. 3. 4. 5.
Pfidame borat-fosfatovy pufr 1ml 1ml 1ml 1ml
Mnozstvi zasobniho roztoku 2ml 1 ml 1 ml 1 ml 1ml
1T mi 1ml 1 ml 1 ml
|
Redéni: 1x 2x 4x 8x 16x

Koncentrace lysozymu:

Aktivita lysozymu:

Celkovy objem: 1ml 1ml 1ml 1ml 2 mi

1. Do kazdé jamky napipetujeme 2,6 pl vzorku podle schématu |

2. Desky inkubujeme 48 hodin ve vihké komurce pfi 4 °C.

3. Odecteni vysledkd a hodnoceni.
(o) o 0]
zkumavka  zkumavka zkumavka
¢. 1 ¢. 2 ¢. 3
o 0] 0]
slzy zkumavka zkumavka
¢.5 c.4
(0] 0] 0]
Hodnoceni: sliny hemolymfa  fyziologicky
Lysozym difunduje do okoli jamek a lyzuje mikrokoka roztok
v gelu. Pomoci specialniho méfitka SEVAC odelteme

druhé mocniny primérd prstencd. Sestavime
kalibraéni kfivku jako linearni zavislost druhych mocnin pramérd prstencd na koncentraci lysozymu.
Pomoci kalibragni kfivky ur€ime koncentraci lysozymu ve slinach, slzach a v hemolymfé.

1 mg lysozymu je pfiblizné 24 000 jednotek.

Pomoci kalibracni kfivky nebo jeji regresni rovnice stanovime koncentraci lysozymu v slzach, slinach
a hemolymfé. V tomto pfipadé nam hodnota pro slzy padla mimo rozsah kalibraéni kfivky, vysledek je
proto pouze odhad a v praxi by bylo vhodné vzorek znovu zméfit nafedény tak, aby vysledek lezel
v rozsahu jejich hodnot.



RozsSirujici informace

LYSOZYM

Obecna charakteristika 20
Lysozym je protein o velmi malé molekulové
hmotnosti (14,6 KDa), ktery se sklada z jediného
polypeptidového fetézce tvofeného 129 jednotkami.
Vnitfni stabilitu zajiStuji disulfidické muastky. Jedna
se o dilezity enzym s antibakteridlnim ucinkem, :
ktery byl objeven v roce 1922 (Alexander Fleming). - ”~ w 77 (e
Vyskytuje se uvniti specidlnich Iytickych vacki, o @ P
nebo je souéasti pfimo specializovanych bunéénych s b 0 7o
organel (lysozomu), ale nachazi se také napfr. - G
v granulich leukocytt. U ¢Clovéka je Ilysozym W (ua
obsazen v krevnim séru a ve velkém mnozstvi v (15
télnich sekretech: mléko, mo¢, slzy, sliny, hlen. et ) = (sl
Obecné tento nespecificky humoralni faktor Ak .
nachazime u bezobratlych i obratlovcu, ale uvolfiuje ™ -
se napf. i ze zakladni desky biGiku bakteriofaga, ] ]
¢imz dochazi k perforaci hostitelské buiky (a (L
podruhé se uplatiuje, kdyZ se nové bakteriofagy :’*
dostavaji z buriky ven). #@ - a ﬁ
(P
(G

Lysozym se izoluje z vaje¢ného bilku, kde
se také ve velkém mnozstvi nachazi, a v pfipadé
infek&nich procesu dutiny uUstni nebo hltanu ho Ize & ol 7 o
podavat jako antiseptikum v podob& tablet il o lJl‘""’
(Larypront, Heinrich Mack Nachf., GMBH & CO. gl
KG).

Mechanismus u€inku

Lysozym je bazicky polypeptid enzymatické povahy, ktery se uplatfiuje pfi rozkladu
polysacharidu mureinu tim, ze S&tépi [-1,4-glykosidickou vazbu, ktera spojuje zbytky
n-acetylglukésaminu a kyseliny n-acetylmuramove.

Murein (peptidoglykan) je =zakladni stavebni soucasti bunéné stény bakterii, jeho
polysacharidové fetézce obsahuji stfidavé zbytky n-acetylglukézaminu a kyseliny n-acetylmuramové,
na jejiz karboxyl je navazan fetézec 4 aminokyselin v pofadi L alanin, D glutamova kyselina, libovolna
aminokyselina a D alanin. Jednotlivé tetrapeptidové fetézce jsou vzajemné propojeny, a pravé
ucinkem lysozymu z mureinu vznikaji disacharidové jednotky. Inhibi¢ni aktivita tohoto enzymu je
nejsilngjSi proti grampozitivnim bakteriim, kterym chybi vnéj§i membrana. Gramnegativni bakterie
mohou byt vystaveny pusobeni lysozymu teprve po poskozeni nebo odstranéni vnéj$i membrany,
napt. prostfednictvim nisinu (naruSuje membranu), EDTA nebo citratu s chelatizanim u¢inkem, kdy
na sebe tyto latky vazi vapenaté ionty, a tim narusi stabilitu lipopolysacharid(i v membrané.

Pusobeni latek na bunéénou sténu bakterii

Bakterie maji (na rozdil od Zivo€iSnych bunék) cytoplazmatickou membranu krytou buné&nou
sténou, ktera se u jednotlivych kment lisi svou stavbou, tloustkou i kvalitou. Bunécna sténa je pro
zivot bakterii velmi dulezita - je nezbytna pro jejich preziti, udrzuje tvar bunky a zabezpecuje optimalni
vnitini prostredi (vysoky intracelularni tlak). Poskozeni bunécné stény nebo inhibice tvorby nékteré z
komponent vedou k poruse jeji funkce, coz muze zpUsobit az lyzi bunky. VétSina struktur bakterialni
bunétné stény se nevyskytuje v organismu c¢lovéka, proto je bunéCna sténa pro inaktivaci
mikroorganismu vhodnym mistem. Inhibice syntézy bunécné stény je hlavnim mechanismem uc€inku



celé fady antibiotik (peniciliny, cefalosporiny, monobaktamy, karbapenemy, vankomycin, bacitracin).
Lysozym bunéc¢nou sténu z vnéjSku hydrolyzuje.

Bunécéna sténa grampozitivnich bakterii (G+) o sile 20-80 nm je tvofena prevazné silnou
peptidoglykanovou vistvou (15-20 nm), pfi€emz samotny murein pfredstavuje 10-50 % suché
hmotnosti celé bakterie. K u¢inku antibiotik i lysozymu jsou G+ bakterie velmi citlivé.

Gramnegativni bakterie (G-) maji buneCnou sténu tvofenou tenkou, ale pevnou
peptidoglykanovou vrstvou (cca 10 nm), nad kterou se nachazi je$t€ membrana tvofena dvojvrstvou
fosfolipidd a bilkovin. Pravé vnéjsi fosfolipidova membrana brani praniku hydrofilnich antibiotik (napf.
G penicilin). Tato antibiotika ovliviiuji gramnegativni bakterie pouze v pfipadé, Ze jsou schopna
pronikat transmembranovymi péry zevni membrany (napf. ampicilin, amoxycilin). Vlastni murein tvofi
cca 3 % suché hmotnosti bufky. | pro plsobeni lysozymu musi mit G- bakterie poSkozenu nebo
odstranénu vnéjSi membranu, jinak jsou k u¢inkim téchto latek velmi malo citlivé.

Rozdily ve stavbé buné&éné stény grampozitivnich a gramnegativnich bakterii
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a) Bunécna sténa grampozitivnich bakterii:
1. polysacharidovy fetézec peptidoglykanu (mureinu) 2. pfi¢né propojeni 3. polysacharid 4. kyselina teichoova 5.
bunééna sténa 6. cytoplazmaticka membrana 7. fosfolipid 8. protein

b) Bunécéna sténa gramnegativnich bakterii:
1. lipoprotein 2. peptidoglykan 3. lipopolysacharid 4. antigeny 5. porinové trimery 6. vnéjS§i membrana 7.
periplasmaticky prostor 8. cytoplazmaticka membrana 9. fosfolipid 10. protein

MJ Pelczar, ECS Chang y, NR Krieg. Microbiology. Mc Graw Hill inc,.1986. New York. 5.ed.

Metody stanoveni protilatek

Stanoveni protilatek patfi bezesporu mezi zakladni imunologicka vysSetfeni. RozliSujeme stanoveni
kvantitativni, kvalitativni a stanoveni specifickych protilatek. Pfi kvantitativnim stanoveni
uréujeme koncentraci celkovych protilatek nebo koncentraci urcitého izotypu. Kvalitativni stanoveni
zohlednuje druh izotypu, tedy tfidu resp. podtfidu protilatek. Stanoveni protilatkek podle jejich
specifity vaci urittmu antigenu je vlastné podmnozina kvalitativniho stanoveni, mizeme ovSem
stanovovat i koncentrace téchto specifickych protilatek.



Stanoveni protilatek se dnes nejcastéji provadi nefelometricky nebo turbidimetricky. Lze také pouzit
stanoveni radialni difuzi, touto metodou se vSak stanovuje vétsinou jen IgD, ktery ma nizkou aviditu a
nefelometrie se pro jeho stanoveni nehodi. Tato stanoveni pfinaseji informaci o kvalité (tfida
imunoglobulind) a nasledné také o koncentraci. Specifické protilatky se nejCastéji stanovuji ELISA
nebo RIA metodou. Z dalSich metodik pouzZivanych ke stanoveni protilatek Ize jmenovat:

- aglutinaéni metody, které jsou rychlé a nenaroCné, nicméné jsou malo citlivé a obtizné
reprodukovatelné. Pouzivaji se pfi stanoveni krevnich skupin a pfi stanoveni protiinfek&nich protilatek.
Viz aglutinaéni metody.

- nepfima imunofluorescence je metoda naroéna na vybaveni, profesni zkuSenost i finance. PouZiva
se vomezeném spektru indikaci, kdy stanovujeme specifické protilatky proti antigend, jez jsou
soucasti bunék. Napf. antinuklearni protilatky nebo protilatky proti cytoplasmé neutrofild pfi
autoimunitnich onemocnénich, nebo protilatky proti urcitym patogenim (borrelie, treponemy) které se
detekuji pfimo v lidskych burfkach resp. tkanich. Zakladni princip spociva v detekci protildtek
specifickym antigenem, coz je vlastné protilatka proti této protilatce navic fluorescenéné znacena.
Inumofluorescence mize byt v usporadani tzv. pfimém nebo nepfimém, vzdy je k hodnoceni potfeba
fluorescenéni mikroskop, coz €ini metodu velmi finanéné nakladnou. Problém je také subjektivni chyba
hodnoceni.

- westernblot je metoda pouzivana v posledni dobé pfi prikazu specifickych protilatek napf. proti
jednotlivym antigennim determinantam borrelii nebo nékterym nuklearnim antigenim. Metoda je
pracna, ¢asové naro¢na, je nutné realizovat nékolik dil€ich krok(: elektroforetické rozdéleni bilkovin,
pfenos na membranu a naslednou vizualizaci protilatek reakci s pfisluSnymi antigeny.

Stanoveni IgE: vzhledem ke své nizké koncentraci v séru (viz tabulka) vyzaduje IgE jiné postupy
stavoveni nez ostatni tfidy imunoglobulind. Nej¢astéji se pouziva ELISA nebo RIA metoda podobné
jako pfi stanoveni specifickych protilatek ostatnich tfid. Specificky antigen je v prvnim kroku navazan
na pevny nosi¢ (papir, membranu, celulézovy polymer, povrch mikrotitracni desti¢ky). Ve druhém
kroku se na tento antigen vaze nami sledovana protilatka a ve tfetim kroku je tato navazana protilatka
oznaCena bud sekundarni protilatkou s enzymatickou znackou pro naslednou vizualizaci - ELISA
technika nebo radioaktivné znacenou sekundarni protildtkou v pfipadé RIA techniky. MnozZstvi IgE se
potom nejCastéji vyjadfuje jako jednotky enzymové aktivity IU/ml nebo pomoci Skaly 0 — 6, kde O
znamena nedetekovatelné mnozstvi IgE.

Protilatky se nej¢astéji stanovuji v séru, Ize je ale stanovit v celé Fadé dalSich télnich tekutin, napf.
v plasmé&, modci, mozkomiSnim moku, vypotcich apod.

Stanoveni monoklonalni (patologické) komponenty:

Pfi podezieni na monoklonalni gamapatie se stanovuje mnozZstvi mono, bi nebo oligoklonalnich
protilatek, které jsou produkty jednoho nebo nékolika malo patologicky zmnozenych klond B lymfocytu.
Tyto protilatky se také nékdy oznaduiji jako paraproteiny - nekompletni lehké fetézce protilatek.

K jejich stanoveni se pouziva metodika imunoelektroforézy nebo imunofiface. Patologicky paraprotein
Ize také stanovovat nefelometricky, kdy se pouzije protilatka proti lehkym fetézcim, ta vytvofi
imunokomplexy s patologickymi protilatkami a mnozstvi téchto imunokomplex( se stanovi.

Stanoveni kryoglobulini:

Kryoglobuliny je riiznoroda skupina atypickych protilatek, které se ve vétSim mnozstvi objevuji
v organismu pfi patologickych stavech rizné etiologie (napf. hematologické malignity, revmatoidni
artritida, vaskulitidy, chronické zanétlivé stavy, vleklé infekce apod.). Precipituji spontanné za nizSich
teplot nez je fyziologicka teplota. PFi vySetfeni se musi krev odebirat za odliSnych podminek tak, aby
nedoslo k jejimu ochlazeni pod 37°C. Poté se sleduje vznik kryoprecipitatu v chladu a porovnava se
se situaci za teploty 37°C.

Indikace k vySetfeni protilatek: vySetfeni celkovych protildtek je indikovano zpravidla v jinych
patologickych stavech nez vysSetreni specifickych protilatek.

Celkové protilatky se stanovuiji pfi podezieni na imunodeficity, kdy o¢ekavame zpravidla nizsi hladinu
hypo az agamaglobulinémii a pfi chronickych zanétech, kdy je o&ekavana naopak hladina vyssi -
hypergamaglobulinémie. Pfi autoimunitnich chorobach byvaji rovnéZz vy3si hodnoty celkovych
protilatek v disledku polyklonaini aktivace B bunék, ktera je u autoimunit pomérné ¢asta.

Fyziologické hodnoty mnozZstvi protilatek v séru:
IgG: 8 — 18 g/l
IgA 0,9-3,54l



IgM 0,9 -2,5¢l/l
IgD 0,1 g/l
IgE O,0003 g/l

NejcastéjSi metodou stanoveni kvantitativniho stanoveni protilatek je dnes nefelometrie, resp.
turbidimetrie. Princip obou metod je podobny. Jesté zhruba pfed 15 lety byla nejCastéji pouzivanou
metodou pro tento UcCel radidlni difuze. Pro stanoveni specifickych protildtek se dnes nejCastgji
pouzivaji ELISA metodiky.

Nefelometrie, turbidimetrie: jsou zaloZzeny na méfeni mnozstvi imunitnich komplexu, které vznikaji po
reakci stanovované protilatky s pfidanym antigenem. Napf. chceme li stanovit celkové 1gG, pouzijeme
protilatku anti IgG.

Reakce antigen — protilatka je zakladem celé fady metod v humoralni, ale i bunééné imunité. Jako
antigen Casto vystupuje protilatka proti stanovované protilatce. Zde je trochu nejasnost v terminologii.
Navic pro oznaceni stanovovaného ligandu se také nékdy uziva oznaceni receptor. Obecny princip
reakce antigen — protilatka byl popsan uz v roce 1929, kdy byl také popsan zakladni tvar precipitacni
kiivky této reakce. Metody vyuZzivajici reakci antigen — protilatka jsou obecné hodnoceny podle toho
jak si poradi stou oblasti kfivky, kdy je koncentrace antigenu v nadbytku, tvofi se malé
imunokomplexy, které Spatné precipituji a vysoké koncentrace antigenu tak mohou byt faleSné
povazovany za nizké, protoze mnozstvi vytvofenych imunokomplexl je nizké. Klasickou precipitacni
kfivku Ize pro ucely stanoveni rozdélit na tfi oblast:

1. oblast vyuzitelnou pro méfeni — tj, oblast nadbytku protilatky, kde mnozstvi precipitatu je vzrista
s pfidavkem antigenu.

2. kriticky bod — tj. oblast ekvivalence, kde lezi nejvy83i koncentrace antigenu, kterou Ize jesté spravné
zmefit

3. oblast za kritickym bodem, zde nelze v daném systému méfit

Nefelometrie a turbidimetrie se méfi v kyveté, roztoku, v roli antigenu zde vystupuje stanovovana
protilatka a pfidavame protilatku proti ni. V reakénim roztoku byva dale obsazena enhancujicici latka,
nejCastéji polyetylenglykol. Pokud se pohybujeme v oblasti kfivky vyuzitelni pro méfeni, je mnozstvi
precipitatu je pfimo umérné koncentraci stanovované protilatky. Vysledkem reakce antigen — protilatka
je precipitat, ktery se projevi jako zakal.

U nefelometrie se méfi intenzita zableskl svétla, které se odrazi od komplexdl Ag — Ab. Vyuziva se
tzv. Tyndalova efektu. Detektor neni umistén pfimo proti zdroji svétla, ale v urcitém dhlu od
laserového zdroje.

Turbidimetrie ma princip podobny, méfi se ubytek intenzity svétla, které proSlo méfici kyvetou. Opét
se vyuziva toho, Zze komplexy antigen — protilatka odrazeji svétlo. Turbidimetrie je méné citliva nez
nefelometrie.

Obé metody mohou byt usporadany ve dvou odliSnych rezimech stanoveni:

1 ,End point‘ systém — smicha se stanovovany antigen a protilatka v prostfedi polyetylenglykolu a po
urcité dobé inkubace, kdy je dosaZzeno rovnovazného stavu se provede méfeni. Tento zpulsob je
pouzitelny u systém, které jsou odzkou$ené a kde je jistota, Ze koncentrace stanovované slozky lezi
v oblasti kfivky vyuzitelné pro méfeni, tzn. nemlze nastat situace, kdy je antigenu nadbytek nad
kriticky bod. Pokud by tomu tak bylo, mize se v tomto uspofadani stat, Ze naméfime faleSné nizké
hodnoty antigenu.

2. Kineticky (rate) systém — méfici smés v kyveté se musi michat, méfeni startuje ihned po pFidavku
protilatky a méfi se v urCitych kratkych €asovych (nékolikasekundovych) intervalech. Atypicky priibéh
hodnot signalizuje, ze systém mohl pfekrogit bod ekvivalence. VétSina komercnich analyzatord ma ve
svém softwaru moznost feSeni téchto situaci napf. dotitrovanim nadbytku antigenu.

Pomoci turbidimetrie a nefelonetrie se stanovuji zakladni bilkoviny séra: imunoglobuliny, kromé IgD,
lehké fetézce imunoglobulind, slozky komplementu C3 a C4, proteiny akutni faze zanétu — CRP,
orosomukoid, transferin, albumin aj.

Zejména stanoveni CRP nabyvéa v poslednich letech na vyznamu v diagnostice. Normalni hodnoty
CRP se pohybuji okolo 2 mg/l, pfi zanétu jeho koncentrace stoupa velice rychle, fadové béhem hodin.
neni zatizeno nespecifickymi chybami. Dnes i bézné ordinace praktickych Iékafi mohou mit ve svém
vybaveni analyzator CRP.



ELISA: dnes velice rozSifena metodika pro stanoveni specifickych protilatek. Princip spociva ve
spektrofotometrickém stanoveni komplexu antigen — protilatka. Stanoveni je nejCastéji uspofadano
tak, Zze na povrch jamek mikrotitracni desky je navazana protilatka proti stanovované slozce (to je
v pfipadé méreni specifickych protilatek také protilatka). Tato protilatka se vaze nejCastéji prostou
absorpci. Mista na vnitfnim povrchu jamky, kde se protilatka nenavaze, se musi tzv. vyblokovat —
vyvazou se napf. albuminem. V dalSim kroku se pfida vzorek obsahujici sledovanou slozku a po
urcité dobé inkubace se promytim pomoci pufru odstrani nenavazané molekuly. Nasledné se pfida
tzv. druhd (sekundarni) protilatka oznagena enzymem (konjugat). PouZivaji se napf, systémy kienova
peroxidaza — ortofenylendiamin, nebo biotin — avidin. Po opétovné inkubaci a promyti se pfida
substrat pro enzym a pfislusna enzymaticka reakce je provazena barevnou zménou, ktera se detekuje
fotometricky.

Obecné principy spektrofotometrie:

Kazdy prvek ¢i molekula ma schopnost pohlcovat (absorbovat) svétlo (elektromagnetické zareni).
Absorpci ur€itého kvanta zafeni o urcité vinové délce a intenzité pfivede ¢astici do tzv. excitovaného
stavu. Tento stav je charakteristicky nestabilitou a ¢astice maiji tendenci vracet se do plvodniho stavu
vyzafenim nadbytecné energie opét v podobé elektromagnetického zareni.

Ruzné c¢astice jsou schopny absorbovat zareni jen o uréitych vinovych délkach. Vzdalenosti
energetickych hladin pfed a po absorbovani energie pfimo urCuje vinovou délku elektromagnetického
zéafeni, které je Castice schopna pohltit. Energeticky nejnaro¢néjSi jsou pfechody elektront mezi
energetickymi hladinami a jsou vyvolany absorbci urcitého kvanta ultrafialového (UV: 190 — 380 nm)
nebo viditelného svétla (VIS: 380 — 780 nm). S latkami, které vnimame jako viditelné svétlo se
setkavame kazdy den — jsou to vSechny latky, které vnimame jako barevné. Slune¢ni zareni se sklada
ze vSech vinovych délek viditeIného svétla a pfi absorpci nékteré z nich dochazi k rozkladu barev, coz
my vnimame jako barvu.

Ke kvantifikaci pohlceného zafeni slouzi pfistroje zvané absorpCni spektrometry (spektrofotometry).
Tyto pfristroje zjiStuji zménu v intenzité elektromagnetického zafeni (svétla), ke které doslo pfi
prichodu vzorkem. Jako vzorek se pouziva roztok obsahujici rozpusténou latku, ktera je schopna
absorbovat zafeni urCité vinové délky. Procentualni vyjadifeni pohlceného zéfeni oznacujeme jako
absorbanci (A). V praxi to pak vypada tak, Ze v roztoku rozpustime méfenou latku, jejiz pfitomnosti
nebo aktivitou dochazi ke zméné absorpCnich vlastnosti celého roztoku. Pomoci spektrometru
zméfime mnozstvi svétla, které tento vzorek pohltil a zaroven zméfime mnozstvi pohlceného svétla
Cistym rozpoustédlem. Porovnanim téchto hodnot jsme schopni ur€it vlastni absorbci rozpusténé latky
ve vzorku.
Absrobance pfi urcité vinové délce zavisi na koncentraci (c) a na mohutnosti vrstvy (I) méfeného
vzorku. Vztah mezi vy$e uvedenymi veli¢inami Ize vyjadfit pomoci Lambert-Beerova zakona:

A,=¢g,\lc
€, — molarni absorbCni koeficient pfedstavuje konstantu rozpoustédla.
Lambert-Beer(iv zakon plati pouze pro roztoky o nizkych koncentracich (10 mol/l) a neda se pouzit u
latek, které vykazuji specifické interakce s prostfedim (fluorescence, luminiscence apod.). V naprosté
vétSiné pripadl vSak tento zakon mulzeme pouzit a predstavuje zakladni postup pro zjisténi
koncentrace latky v roztoku.

Zakladnim ovéfenim platnosti Lambert-Beerova zakona a zaroveri metodologickym zakladem je
sestaveni grafické zavislosti absorbance roztoku na jeho koncentraci. Tato zavislost by méla byt
pfima, linearni a méla by nam poskytovat nastroj pro stanoveni nezname koncentrace naseho vzorku
(zname-li jeho absorbanci dosadime ji do grafu a odecteme koncentraci).

Schéma absorpéniho spektrofotometru

Zakladni prvky absorp&niho spektrofotometru jsou:
- zdroj zafeni
- monochromator

- méfici komurka 590 az 625 nm
- detekéni systém .
565 az 590 nm

Zdroj svétla ve spektrofotometru musi mit vysokou intenzitu svétla na vSech 520 az 565 nm
vinovych délkach ve viditelném spektru. Davod je ten, Ze do detektoru se dostane jen 500 a¥ 520 nm
zlomek z energie vyzarené svételnym zdrojem. Cim je intenzita svételného zdroje g P T

az nm

380 az 430 nm

Vinova délka



vysSi, tim vice uziteCného signalu dopada na detektor a uzite€nou informaci Ize Iépe oddélit od Sumu.
Jako zdroj elektromagnetického zareni pro viditelnou oblast se u levnych pfistroji vyuziva wolframova
nebo halogenova zarovka, u drahych potom pulzni xenonova vybojka.

Monochromator je soustava prvka (hranol, reflexni mfizka apod.), které maji za ukol vytvofit na
vystupu monochromaticky paprsek. Jinymi slovy v ném dochazi k vybéru elektromagnetického zareni
o pfesné definované vinové délce (napf. 550 nm).

Mérici komurka je prostor do kterého se umistuje méfeny vzorek. StarSi pfistroje vyuzivali tzv.
kyvety, coz byly specialni zkumavky &tvercového priifezu s objemem cca 1 — 1,5 ml. Sou€asny trend
sméfuje k minimalizaci objemu vzorku a kyvety byly nahrazeny modernimi mikrodesti¢kami. Dnes jsou
Detekcni systém sestava z vlastniho detektoru elektromagnetického zafeni a dalSich zafizeni na
postdetekéni zpracovani signalu. Detektor prevadi zafivy tok na elektricky signal, ktery je dale
postdetekéné zesilen fotonasobici a nakonec zobrazen na displeji.

Zdroj

Kyveta
srovhavari
Vsiupni i
stérhi '
5 ina ! g
E—

| Zesilovai

Deteltor Displej

Souvisejici informace:
http://www.vscht.cz/anl/lach1/5_ Foto.pdf
http://www.microplate.org/history/det hist.htm

Uloha 7: Turbidimetrické stanoveni celkovych Ig a IgG

Stanoveni celkovych imunoglobulint:
Pomérné spolehliva metoda, pfi niz se frakce proteinli odpovidajici imunoglobulindm vysrazi z roztoku
vhodnou chemikalii, napf. siranem zine&natym.

Pomucky: stojanek se zkumavkami, nastavitelné mikropipety, roztok siranu zine¢natého
(ZnS0O4.7H20 — 208 mg do 1000 ml destilované, 15 minut pfevarené vody), ph = 5,8, fyziologicky
roztok, standardni lidské sérum o znamé koncentraci imunoglobulin{, lidské sérum s neznamou
koncentraci imunoglobulind, spektrofotometr pro viditelnou oblast schopny méfit pfi vinové délce 590
nm.

Provedeni: K 5 pul kontrolniho séra/vzorku pfidame 300 pl roztoku ZnSO4 a dobfe roztfepeme. Jako
slepy vzorek bude slouzit smés séra s fyziologickym roztokem. Smés nechame stat 120 minut. Po
ddkladném roztfepani tésné pred vlastnim méfenim se intenzita vytvofeného zakalu stanovuje
spektrofotometricky pfi vinové délce 590 nm na zakladé ubytku absorbance.

Vyhodnoceni: Od absorbanci vySetfovaného vzorku a kontrolniho séra se odectou absorbance
prislusnych slepych zkous$ek. Koncentrace imunoglobulind ve vySetfovaném séru se vypocte z
kalibrac€ni kfivky sestrojené z hodnot nékolika fedéni standardniho séra.



Stanoveni IgG:

UrCeni lidského imunoglobulinu je zalozeno na reakci mezi imunoglobuliny jako antigeny a
specifickém antiséru jako protilatce, se kterou budou imunoglobuliny reagovat. Pfi této reakci vznika
nerozpustny komplex tvofici zakal, ktery je méfen spektrofotometricky Spekolem nebo ELISA -
readerem pfi 340 nm.

Pomdcky: ELISA — reader, termostat na 37°C, tfepacka, komeréni kit obsahujici pfislusné roztoky,
lidské anti IgG, lidsky 1gG, automatické pipety, mikrotitraCni desti¢ky

Slozka A fosfatovy pufr (pH 7,5), PEG, NaCl, azid sodny
Slozka B antisérum anti IgG, azid sodny
Slozka C Good’s pufr (pH 7,5), chlorid sodny, azid sodny

Roztok B+C: rozpustit 1 dil roztoku B a 3 dily roztoku C
Kalibrator:  lidsky imunoglobulin IgG. Pouziva se k ziskani kalibra¢ni kfivky
Vzorek: lidské sérum

Pﬁgrava kalibracni krivky:

PRACUJICi KALIBRATOR 1 2 3 4 5
FYZIOLOGICKY ROZTOK 80 30 30 30 30
KALIBRATOR 20

REDENI 1/5 1/10 1/20 1/40 1/80
pfenasise 30 pl S~ 1 ] > [ =
KONCENTRACE (mg/ml) C/5 C/10 C/20 C/40 C/80
Pfigrava vzorku k méreni mnozstvi IgG:

ROZTOK BLANK KALIBR VZOREK
FYZIOLOG. ROZTOK 5l - -
KALIBR. ROZTOK 1-6 - 5 ul -
REDENY VZOREK - - 5ul
REAGENT A 225 pl 225 pl 225 ul
REAGENT B+C 25 ul 250l 25ul

Dukladné promichat, nanést 100 ul a inkubovat 10 min. pfi 37°C, poté zméfit pfi 340

nm na ELISA-readeru.

Vyhodnoceni:

1. Vytvofit kalibraéni kfivku, kde na ose X bude koncentrace v mg/ml pro kazdy
kalibrator a na ose Y bude hodnota absorbance pfi 340 nm.
2. Urcit koncentraci vzorku z kalibracni kfivky.

Referen¢ni hodnoty pro zdravého jedince: IgG = 640 - 1350 mg/dl = 6,4 — 13,5 mg/ml.

Uloha 8: Dvojita radialni imunodifize podle Ouchterlonyho

Ouchterlonyho modifikace imunodifuze probiha na sklenéné desti¢ce v agarozovém gelu, do kterého
se vysekaji jamky podle riznych $ablon. Do nich se nanasi Ag a Ab. Ty difunduji radialné do gelu a
v misté stfetu vytvareji charakteristické precipitaéni linie. Podle jejich poltu Ize opét stanovit pocet
pritomnych dvojic Ag a Ab. Kdyz kolem jedné jamky s Ab vysekame podle rliznych Sablon nékolik
jamek a do nich napipetujeme riizné Ag, mizeme podle tvaru obloucku a jejich propojeni urCovat
identitu, pfibuznost nebo odliSnost Ag. Lze také porovnavat vzajemnou molekulovou hmotnost Ag a
Ab.

Protoze Ag a Ab difunduji kolem jamek radialné, nazyva se tato metoda dvojita radialni imunodifuze.



Ukol: 1. Stanoveni ekvivalence Ag a Ab
2. Stanoveni miry pfibuznosti Ag a Ab

Pomdcky: stojanek se zkumavkami, nastaviteIné mikropipety, sklenéné desky 5x5 cm, Petriho misky
na vlhkou komUrku, 1% agaroza, Ag, Ab, fyziologicky roztok.

Provedeni: Na vodni lazni rozvafime 1% agarozu a nalejeme po 2,4 ml na 2 skla. Nechame ztuhnout
ve vodorovné poloze, podle Sablony vysekdme jamky pro Ag a Ab. Pipetou naneseme 32 ul Ag do
okrajovych a 100 pl Ab do stfedni jamky, vliozime do vihké komurky a nechame inkubovat v lednici 48
hodin.

Suseni a barveni: Po inkubaci pereme skla nejvySe 2 minuty ve fyziologickém roztoku, zabalime je do
chromatografického papiru navihéeného fyziologickym roztokem a pfes noc suSime pfi pokojove
teploté. Poté sejmeme papir, skla opereme pod tekouci vodou a barvime barvicim roztokem (225 ml
CH3O0H, 25 ml CH3COOH, 0,25 g amidocerni 10B) do dostate¢ného obarveni linii. Pozadi odbarvime
diferenciaénim roztokem (CH30OH : CH3COOH 10:1). Nakonec opereme v destilované vodé a
ususime bez papiru.

Vyhodnoceni: Redé&ni Ag a Ab jsou ekvivalentni tehdy, nachazi-li se precipitadni linie uprostfed mezi
jamkami Ag a Ab.

Metody separace bunék

Pro izolace krevnich elementl z piné krve se pouzivaji rizné metody, pficemz dulezity faktor je Cistota
ziskané bunééné populace. Zpravidla plati, Ze &im je Cistota vy3si, tim je vy3S3i jeji cena a naro¢nost.

Gradientova centrifugace

Metoda je zaloZzena na rozdilné hustoté separovanych bunék. Erytrocyty a granulocyty maji vysSi
hustotu nez monocyty a lymfocyty. Separace je velmi jednoducha a spoCiva v navrstveni
heparinizované krve na separacni gradient (napf. Ficoll-Hypaque) s naslednou centrifugaci. Poté
dojde k typickému rozdéleni bunék viz obrazek.

Plasma + trombocyty

krev Centrifugace
—) Monocyty + lymfocyty

Ficoll - Hypague
Granulocyty + erytrocyty

Vrstva lymfocyty / monocyty / plasma / trombocyty se musi znovu promyvat a centrifugovat, aby se
odmyly trombocyty.

Cela pfiprava trva asi hodinu a z 1 ml periferni krve Ize ziskat 1 — 2 x 10® mononuklearnich bunék.
Tyto buriky Ize dale pouzit k fadé funk&nich testu (proliferani testy, testy cytotoxicyty, prutokova
cytometrie apod.). Je-li vyzadovana frakce Cistych lymfocytl, musi se monocyty oddélit pomoci
adherence na plastovy povrch.

Vyhody a nevyhody: cena, jednoduchost, buriky po centrifugaci zlistavaji pIné funkéni. V nékterych
pfipadech (pfi separaci pupecnikové krve, u malych déti a nebo také za patologickych stavu) se v krvi
vyskytuje zvySené mnozstvi prekurzor( erytrocytu, které obsahuji jadra a po separaci zlstavaji v horni



vrstvé. Technicky obtizné je sesbirani prstence lymfocytd a monocytd. NejlepSich vysledkl je
dosahovano pfi teploté 18 — 20 °C. Pokud maiji byt bunky v dalSi fazi pouzity pro kultivaci musi se
pracovat za sterilnich podminek.

Isolace lymfocytli pomoci rozet

Metoda vyuziva povrchovych receptor(i lymfocytd. CD2 na povrchu T-lymfocytd funguje jako receptor
pro povrchové antigeny ov€ich erytrocytd a vytvari s nimi tzv. Rozety (oznacované jako T-rozety).
Podobné B-lymfocyt reaguje s mySimi erytrocyty.

Tato metoda byla pouzivana pred objevem monoklonalnich protilatek a pritokové cytometrie.
Hodnoceni spoc€ivalo ve zjiStovani poctu rozet ve svételném mikroskopu. Dnes se tato metoda
vyuziva ve spojeni s gradientovou centrifugaci. Erytrocyty se oddéluji osmotickou lyzou.

Vyhody a nevyhody: metoda vyuziva vazbu na receptor bunék, tudiz dochazi k aktivaci bunék.

Imuno-magneticka separace

Siroce pouzivana metoda separace na zakladé povrchovych markerd bunék.
Pouziva se v pozitivhim nebo negativhim uspofadani. Pozitivhi separace
spocCiva ve vybéru bunék podle pfFitomnosti urCitétho znaku (povrchové » { )
molekuly). Negativni pak spociva v odstranéni vSech, které specificky znak fg"% -
nenesou. Pouzivaji se tzv. selekéni protilatky, které jsou pevné navazany na et
magnetické Castice.

Nejprve se bufky navazi na povrch magnetickych kuli¢ek, které jsou potazeny
specifickou selekéni protilatkou. Poté suspenze bunék prochazi separalni
kolonou, ktera je umisténa v magnetickém poli. Magnetické kulicky
s navazanymi burikami zlstavaji v magnetickém poli, zatimco zbytek bunék
projde kolonou. Jde-li nam o frakci bunék, ktera zlstava zachycena
v magnetickém poli pomoci specifickych protilatek, hovofime o tzv. pozitivni
selekci. Naopak jde-li nam o frakci bunék, ktera kolonou prochazi aniz by se
vazala na specifické protilatky navazané na povrchu magnetickych kulicek,
hovofime o negativni selekci. Nevyhoda pozitivni selekce je aktivace bunék
prostfednictvim vazby na povrchovy marker. Tudiz se Castéji vyuziva
negativni selekce, pfi které ze suspenze vychytavame vsSechny typy bunék,
které chceme odstranit. Je tedy jasné, Zze negativni selekce je drazsi, nebot
pFi ni potfebujeme vice druhd specifickych protilatek. Casto se pouziva pro
izolaci bunék CD34 a subpopulaci lymfocytd.

o

Vyhody a nevyhody: existuje Siroka Skala komeréné dostupnych separator(i a kitl specifickych pro
urcité bunécné populace. Jednoduchost, rychlost. Doporucena teplota izolace je 4 °C. Pfi vysSi teploté
dochazi k nespecifické vazbé monoklonalnich protilatek na jiné bunééné populace.

Selekce pomoci prutokové cytometrie

Jedna se o tzv. tfidéni nebo-li sortrovani bunék, coz je jedna z funkci pritokového cytometru. Bunka
se oznaci fluorescencni protilatkou a je pfistrojem detekovana na zakladé svych optickych viastnosti a
elektrickym vybojem je vychylena ze své drahy a nasmérovana do sbérné zkumavky.

Vyhody a nevyhody: Vysoky stupen Cistoty (az 99 %). Vysoka naro€nost na pfistrojové vybaveni.



Uloha 9: Izolace lymfocytii z mysi krve

Princip

Tato metoda se bé&Zné pouzivad v biochemickych €&i vyzkumnych laboratofich jako mezistupen k
dalSimu stanoveni imunitnich vlastnosti a aktivit lymfocytl jako je napf. proliferace bunék, aktivita
bunécnych enzymd, a k izolaci DNA z lymfocytl. V nadorové terapii se pouziva isolovanych lymfocytd
k urCeni proliferacni odpovidavosti lymfocytll po vystaveni nadorovym burikam i extraktim, pro
stanoveni cytotoxické aktivity vykonnych bunék proti nadortim.

Pomucky

centrifuga s malym rotorem, komudrky na poc¢itani bunék, teplotni vodni lazen s Sikmou polohou pro
zkumavky, eppendorfky, umélohmotné testovaci nadobky - kalibrované, nastavitelné mikropipety a
Spicky

Chemikalie

ajatin, 0,87% NH,CI, roztok heparinu (5.000 jednotek/ml), Hanks(v roztok na uchovani lymfocytu,
mysSi krev, Histopaque. Béhem centrifugace se erytrocyty a granulocyty shlukuji pomoci polycukrozy a
rychle sedimentuji. Lymfocyty a monocyty zlstavaji ve vrstvé plazma — Histopaque na povrchu. Mysi
krev.

Postup

1. PfFipravime si heparin do zkumavky (na 1 ml krve 50 jednotek). Z jedné mysi Ize ziskat cca 1
ml. Krev IHNED po odbéru pfidame do zkumavky s heparinem a dukladné, ale jemné

promichame.

2. Krev navrstvime na rozotok Histopaque (2 dily krve a 1 dil Histopaque / 300 ul krve + 150 pl
Histopaque).

3. Temperujeme 30 min pfi 37 °C v Sikmé poloze, zaroven vytemperujeme i Hanks(v roztok a
roztok NH,CI. Sikma poloha nam zvétsi efektivni povrch, na kterém dochazi k separaci.

4. Pipetou opatrné stahneme horni svétlou vrstvu lymfocytt ze zkumavky do eppendorfky.

5. Centrifugujeme 10 min pfi 1500 ot/min.

6. Sediment resuspendujeme v asi 300 pl NH,4CI.

7. Centrifugujeme 10 min. pfi 1500 ot/min.

8. Sediment resuspendujeme v asi 300 ul Hanksova roztoku.

9. Centrifugujeme 10 min pfi 1500 ot/min.

10. Sediment resuspendujeme ve znamém mnozstvi Hanksova roztoku (200 pl).

11. Spocitame mnozstvi bunék v Blrkerové komurce ve svételném mikroskopu pfi 10x zvétSeni
objektivu.

12. Zjisténé mnozstvi bunék pouzijte k vypoétu mnozstvi Hanksova roztoku, které je potfeba

pridat k suspenzi, abychom ziskali roztok o koncentraci bunék 108 /ml.
13. Dale urcete mnozstvi bunék ziskanych z puvodnich 300 pl krve, tento (daj porovnejte
s fyziologickymi hodnotami a uréete vytéznost viastni prace.

Pogcitani v Biirkerové komurce:

1. Na C¢istou a suchou Birkerovu komlrku polozte kryci sklicko tak, aby té&sné pfiléhalo
k ploSskam po stranach (vyuzijte navihéeni styénych ploch)

2. Pf¥ipravenou suspenzi bunék dobfe protfepejte.

3. Naneste cca 10 pl bunécné suspenze ze strany na hranu kryciho skla (do obou pocitacich
mrizek.

4. Sledujte ve svételném mikroskopu. Pouziva se stfednim zvétSeni (100x) s pficlonénym
kondenzorem (pfiviena aperturni clona kondenzoru). Postupujte vzdy C&tverec po Ctverci
smérem zleva doprava a zhora dolu.

5. Po ukonéeni pocitani obé ¢asti komlrky oddélte, opatrné oplachnéte vodou a vytfete
dosucha.



Poznamky:

Aby se nepocitaly buriky lezici na rozhrani sousednich &tvercli dvakrat, pocitame jen ty, které lezi
nebo se dotykaji pouze 2 vybranych sousednich stran ¢tverce (napf. horni a levé).

Kazdy vzorek spocitejte nejméné 25 étverci v kazdé z pocitacich mrizek (celkem tedy 50
velkych étverci).

Hodnoceni

Pro stanoveni poc¢tu bunék v 1 mm® suspenze vyuzijte udaje o rozmérech 1 velkého &tverce:
Vyska = 0,1 mm
Strana = 0,2 mm

PFi pocitani mnozstvi bunék ziskanych z plvodni krve berte v Gvahu také fedéni a mnozstvi krve na
pocatku pokusu.

Vytéznost metody stanovite porovnanim poc¢tu bunék ziskanych z plvodniho vzorku krve
s fyziologickymi hodnotami.

Fyziologické hodnoty u mysi:
Pocet leukocytl: 4 000 — 30 000/ pl jako primér se udava 10 000

Pocet lymfocytd: 65 — 90 %
Pocet neutrofil(: 10 — 20 %
Pocet eosinofill: 0 — 7 %
Pocet monocytlt: 0 — 3 %
Pocet basofild: 0 — 1 %

Souvisejici informace:

http://www.cytometry.cz/cs/protokoly-facs/15-izolace-lymfocytu-z-periferni-krve.htmlhttp://www.protocol-
online.org/prot/Cell_Biology/Cell_Separation/
http://www.biocompare.com/protocols/category/3481/B-Lymphocyte-Isolation.html
http://www.tebu-bio.com/file/thematic/65/
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Metody sledovani komplementového systému

Komplement plni vimunitnim systému fadu klicovych funkci. Komplementova kaskada obsahuje
zakladnich slozek, které se v pribéhu aktivace postupné aktivuji. Aktivace spociva vétSinou
v odstépeni kratkého useku bilkovinného fetézce, pficemz tyto fragmenty pini v prdbéhu aktivani
kaskady dalsi funkce. Celkové Ize efekty komplementu charakterizovat jako membranolytické,
opsonizaéni a chemotaktické. Aktivace muze probihat tfemi vcelku dobfe popsanymi cestami:
klasickou, alternativni a lektinovou. PFi sledovani slozek komplementu se zpravidla zaméfujeme na
urcitou Cast kaskady.

Stanoveni jednotlivych sloZek je problematické, nebot kaskada se aktivuje rychle a jednotlivé slozky
maji kratky polo€as rozpadu. Navic jejich koncentrace v séru jsou pfilis nizké. Technicky
realizovatelné diagnosticky pfinosné je pouze stanoveni slozek C3 a C4, které se provadi
nefelometricky za pouZiti specifickych protilatek proti t€mto slozkdm. Je mozné tyto sloZky stanovovat
i radialni difdzi nebo ELISA testem. Jde o sérové proteiny, podobné jako protilatky, proto zpusoby
stanoveni jsou podobné. Stanovovani ostatnich slozek aktivacni kaskady se stanovuje pouze ve
vyjimeénych pfipadech spiSe v ramci vyzkumu.

Dal$i hodné pouzivanou moznosti je vySetfeni funkéni aktivity méfenim membranolytického ucinku.
Existuje nékolik moznosti které se liSi zplsobem, kterym vizualizuji kone€ny membranolyticky ucinek.
NestarSi metodou pro toto stanoveni je méfeni hemolytické aktivity , kdy se sleduje intenzita hemolyzy
erytrocytll po pusobeni komplementu. Hemolyzu Ize sledovat bud v gelu pomoci radialni difize nebo
v gelu ve zkumavce, nebo Ize pouzit spektrofotometrického stanoveni. Bé&Zné dostupné jsou tzv.
spektrofotometrické CH 50 nebo CH 100 testy.

Lyza erytrocytu zpusobena komplementem se vyuziva i v tzv. komplement fixac¢ni reakci (KFR):

je to pomérné stard metoda, ktera spojuje stanoveni protildtek se stanovenim komplementu a
primarné se pozivala pravé pro stanoveni protilatek. Pfi reakci antigenu s protilatkou dochazi k fixaci*
komplementu a jeho spotifebé. Jde ve skuteCnosti o jeho aktivaci. Komplement, ktery po této reakci ve
smési ,zbude“ se stanovuje pomoci hemolyzy pfidanych erytrocytt. Cim menéi je lyza erytrocytd, tim
méné komplenemtu ve smési zbylo, tzn. tim vice se ho spotfebovalo v prvnim kroku pfi reakci
sledované protiladtky s antigenem, coz znamena Ze tim vice si odpovidal antigen se stanovovanou
protilatkou nebo tim vice bylo sledované protilatky v plvodnim vzorku.

KFR je nenaro€na na vybaveni i finance, ale je to metoda pracna a celkem malo citliva.

Z diagnostického hlediska ma déle vyznam stanoveni nékterych regulaénich sloZzek konplementové
kaskady. Zejména jde o TZV. C1 inhibitor, ktery za fyziologickych okolnosti hned v po€atku reguluje
rozb&hnuti celé kaskady. Existuje vzorany deficit této sloZky, ktery se projevuje onemocné&nim zvanym
hereditatni angioedém. Onemocnéni se projevuje nekontrolovatelnou, nahlou aktivaci po relativné
slabém podnétu (drobné poranéni, menstruace, stomatologické vykony apod.), které muize vést az
k zivot ohrozujicim otokim sliznic a dalSik komplikacim. Stanoveni C1 inhibitoru se provadi
nefelometricky jakozto sérového proteinu.

Stanovovani komplementu se provadi v rlznych diagnostickych situacich, jejich rozsah vyplyva
z pomérné Sirokého ramce pusobeni komplementu.

Jako nejCastéjsi priklady Ize uvést:

- podezfeni na deficity jednotlivych sloZek, kdy je snaha tyto sloZzky pfimo stanovit, jak uZ bylo
uvedeno, v praxi je to mozné u C3 a C4 slozky

- imunokomplexové choroby, kdy se rovné&z stanovuje C3 a C4 slozka, ale potize Cini fakt, Ze
koncentrace uvedenych slozek se u téchto chorom pomérné rychle méni. Normaini hodnoty C3 a C4
slozky se pohybuji okolo 0,2 — 1,2 resp. 0,15 - 0,4 g/l.

Celkova hemolyticka aktivita se vySetfuje pfi opakovanych vieklych infekcich ur€itymi patogeny, napf.
Neisserii a dale pfi podezfenich na imunodeficity.

Uloha 10: Stanoveni bakteriolytické aktivity komplementu chemiluminiscenéné

Jedna se o relativné novou metodu, ktera je pouZivana napf. na stanoveni aktivity komplementu u ryb.
Ryby vykazuiji urcité odliSnosti v aktivaci komplementové kaskady ve srovnani se savci: napf. neni zde



popsana lektinova cesta aktivace a celkova schopnost aktivace funguje v SirSim rozmezi teplot
s posunem do nizsich teplot.

BioluminiScenéni stanoveni (vyvinuto na Department of biochemistry and Food Chemistry , University
of Turku, Finsko) je zaloZeno na méfeni svételné emise, ktera je vysledkem reakce:

ATP + D-luciferin + O, ARP + PPi + oxyluciferin + H,0

Luciferaza i D—luciferin je produkovan pouzitym nepatogennim G bakterialnim kmenem. Reakce je
zavisla na pritomnosti luciferazy a vyzaduje pfitomnost ATP. ATP je produkovan pouze zivymi
burikami, coZ umoZnuje vyuZit této reakce pro stanovovani viability baktérii.

Otazka viability baktérii ve vzorku souvisi s ¢innosti komplementu v pfidaném séru.

Cim vétsi aktivita komplementu , tim vic bakterii zlyzuje a tudiZ je niZ$i bioluminiscence.

Chemikalie a pomlcky:

- Suspenze baktérii: musi byt Cerstvé, po 4 hodinach kultivace v ristovém médiu se centrifuguji a
promyvaji v PBS a koncentrace se méfenim optické hustoty upravi na 0,4 x 10% CFU/m.

- VySetrfované sérum - zasobni roztoky:
pro klasickou cestu: 1 dil séra + 1,5 dilil PBS
pro alternativni cestu: 2 dily séra + 1 dil PBS + 2 dily 100mM roztoku EGTA

- HIS - tepelné inaktivované fetalni bovinni sérum — zasobni roztoky:
pro klasickou cestu: Cisté bovinni sérum v PBS
pro alternativni cestu: bovinni sérum v PBS s pfidavkem EGTA

Pozn: V piipadé méfeni alternativni cesty aktivace se k vySetfovanému vzorku séra i k HIS pfidava
EGTA: ethylemeglykol-bis-(beta-aminoethyl ether) N,N -tetraacetic acid, ktera slouzi k vyvazani
vapenatych iontt, ¢imz se blokuje klasicka cesta aktivace.

Fetalni bovinni sérum slouzi k udrzeni stale koncentrace protein(i béhem stanoveni.

Vyhodnoceni:

Naméfené hodnoty bioluminiscence prepocteme na % viability baktérii a to tak, ze aktivitu blanku
(vzorku obsahujiciho 0 pl séra) povazujeme za 100%.

Nakreslime graf zavislosti viability (%) na koncentraci séra pro klasickou i alternativni cestu.

Z kFivky stanovime tzv. CB 50 — koncentraci séra, potfebnou k usmrceni 50% baktérii. Tuto hodnotu
povazujeme za tzv. 1 unit of komplement.

Spoditame aktivitu komplementu pro klasickou i alternativni cestu v jednom ml séra.

Schéma na desticku:
1. stud. 2. stud. atd....

Blank | K1 KA1
K
Blank | K2 K2
K
Blank | K3 K3
A
Blank | K4 K4
A
A1 A1
A2 A2
A3 A3




A4 A4

Blank K(klasicka cesta): sérum Oul, 50ul HIS, 50ul suspenze baktérii
Blank A alternativni cesta): sérum Oul, 50ul HIS s EGTA, 50ul suspenze baktérii

K 1: 5 ul séra, 45 ul HIS, 50ul suspenze baktérii
K2: 15 pl séra, 35 ul HIS, 50ul suspenze baktérii
K3: 20 ul séra, 30 ul HIS, 50ul suspenze baktérii
K4: 40 ul séra, 10 pl HIS, 50ul suspenze baktérii

A1: 5 ul séras EGTA, 45 ul HIS s EGTA, 50ul suspenze baktérii
A2: 15 ul séra s EGTA, 35 ul HIS s EGTA, 50ul suspenze baktérii
A3: 20 ul séras EGTA, 30 ul HIS s EGTA, 50ul suspenze baktérii
A4: 40 ul séra s EGTA, 10 yl HIS s EGTA, 50ul suspenze baktérii

Hemaglutinacni metody

Aglutinace (shlukovani) patfi ke klasickym sérologickym metodam. Lze ji vyuzit pfi stanovovani reakce
antigen protilatka: jedna ze slozek reakce je navazana na latexové partikule. Schopnost aglutinovat
maji pouze protilatky 1IgG a IgM. Po probé&hnuti reakce, kdy vzniknou komplexy Ag — Ab k aglutinaci,
partikule vzajemné ,propojené” komplexy Ag — Ab klesaji na dno reakéni zkumavky. Reakce miize
probihat i tak, Ze antigen je soucasti povrchu bakterii, které jsou shlukovany pfi reakci se specifickymi
protilatkami. Reakce se obvykle hodnoti vizualné a jako vysledek se udava titr séra — tedy nejvyssi
fedéni séra, které jesté vyvolalo aglutinaci.

Citlivost aglutina¢nich stanoveni je pomérné nizka, na druhou stranu je to metoda nenaro¢na na
vybaveni a levna. Nevyhodou je kratka doba skladovatelnosti latexovych partikuli, protoze Easem maji
tendenci se shlukovat.

Hemaglutinace je modifikaci kterd vyuziva vazby protilatek na erytrocyty, vysledkem je potom okem
dobfe pozorovatelny shluk erytrocytl, ktery je dostateCné pevny pfi standardnim zplsobu tfepani.
Rovnéz u této modifikace Cini potiZe nizka citlivost a omezena Zivotnost erytrocytu.

Uloha 11: Stanoveni antigend krevnich skupin za pouziti bromelinu

Antigeny krevniho systému ABO jsou molekuly glykoproteind vazané v membranach cervenych
krvinek.

krevni skupina antigen v membrané erytrocytl
A A

B B

O H

AB AiB

Podstatou sérologického stanoveni téchto antigen( je aglutinace — shlukovani erytrocytli, kdy
reaguje antigen v membrané erytrocytl s pfislusnou protilatkou oznacovanou jako anti A, anti B nebo
lektin v pfipadé antigenu H.

Vysledkem vzdjemné reakce erytrocytarniho antigenu a pfisludné protilatky je aglutinace a reakci
hodnotime jako pozitivni, kdyZ shluk krvinek je pevny a nelze ho roztiepat.

Bromelin hydrolyzuje peptidické vazby v membranach erytrocytd a timto zplsobem membranu
Lhatravi“. Z fyzikalniho hlediska se jedna o snizeni povrchového napéti membrany.

Dusledkem je zesileni nékterych interakci antigen — protilatka, v naSem pfipadé by se uUCinkem
bromelinu méla zvysit intenzita aglutinace erytrocytl. Krvinky natravené bromelinem by tedy mély byt
citlivéjSi k plsobeni pfisluSnych protilatek, tj. aglutinace by se méla projevovat i pfi vétSim zfedéni
protilatek, neZ tomu bude u krvinek neovlivnénych bromelinem.

Cil prace:
srovnat miru aglutinace erytrocyt ovlivnénych bromelinem s aglutinaci neovlivnénych erytrocytd




Postup, pomucky:

Pracujeme v rukavicich ! Dbame na peclivé znaleni vSech zkumavek — krevni skupinu i Cislo
zkumavky (fedéni), pro potreby inkubace je nutno zkumavky znacit navic také viastni znackou své
pracovni skupinky.

1. fyziologicky roztok pro &ervené krvinky — 0,85% NaCl
2. 3% suspenze erytrocytl krevnich skupin A, B, O ve fyziologickém roztoku — jiZ pfipraveno

3. 3% suspenze erytrocytld hydrolyzovanych (natravenych) bromelinem — nutno pfipravit:

- do eppendorfek s 20 pl 0,5% bromelinu pfidame 180 pl erytrocytarni suspenze (z bodu 2).

- zkumavky inkubujeme 10 — 15 minut pfi 37°C.

- centrifugujeme pfi 1000 ot., cca 30 sec, opatrné odsajeme supernatant, k sedimentu erytrocytd na
dné eppendorfky pfidame 180 ul fyziologického roztoku, opét centrifugujeme a odsajeme, celkem 3 x,
¢imz ze suspenze erytrocytt dikladné vymyjeme bromelin. Po poslednim promyti pfidame 180 pl fyz.
roztoku a timto mame pfipravenou 3% suspenzi natravenych erytrocytd.

4. pfipravime si zkumavky s protilatkami, ve kterych budeme provadét aglutinaci.
Protilatky anti A, anti B fedime geometrickou fadou 1:16, 1:32, 1:64, 1:128, 1:256
Lektin fedime 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32

celkem pfipravime 2 sady po 15 aglutinacnich zkumavkach:

anti A (5 zkumavek), anti B(5 zkumavek), lektin (5 zkumavek) pro krvinky bez bromelinu
anti A (5 zkumavek), anti B(5 zkumavek), lektin (5 zkumavek) pro krvinky s bromelinem
Zkumavky znaCime vzdy A1azA 5 B1-B5 H1—-HS.

Zasobni roztoky pro anti A, anti B i lektin (anti H) jsou jiZ pfipraveny,
zpusob Fedéni protilatek pro krvinky s bromelinem i bez bromelinu je stejny.

Anti A 1 2 3 4 5
Redéni 1:16 1:32 1:64 1:128 1:256
Pipetovat 200 ul 200 ul 200 ul 200 pl 200 pl
Zas.r. Zas.r. r.2 r.3 r.4
+ + + +
200 pl 200 yl 200 pl 200 yl
fyz.r. fyz. r. fyz.r. fyz.r.
Anti B 1 2 3 4 5
Redéni 1:16 1:32 1:64 1:128 1:256
Pipetovat 200 pl 200 pl 200 pl 200 pl 200 pl
Zas.r. Zas.r. r.2 r.3 r.4
+ + + +
200 pl 200 yl 200 pl 200 pl
fyz.r. fyz.r. fyz.r. fyz.r.
Lektin 1 2 3 4 5
Redéni 1:2 1:4 1:8 1:16 1:32
Pipetovat 200 pl 200 pl 200 pl 200 pl 200 pl
Zas.r. Zas.r. r.2 r.3 r.4
+ + + +
200 pl 200 pl 200 pl 200 pl
fyz.r. fyz.r. fyz.r. fyz.r.

Z 5. zkumavky vZdy odebereme 200 ul, aby objem byl ve vdech zkumavkach stejny a to 200 pl,



5. do takto nafedénych protilatek pfidame vzdy po 20 pl pfisludné erytrocytarni suspenze: do prvnich
Davame erytrocyty A do anti A, B do anti B, 0 do lektinu (anti H)

6. zkumavky inkubujeme 10 minut pfi 37°C, poté centrifugujeme pul minuty pfi 1000 ot. Po lehkém
protfepani odecitame aglutinaci. Zde tfepat velmi citlivé a hlavné stejné ve vSech zkumavkach —

zajima nas, zda aglutinace ,drzi“ i nikoli.

7. do zavéru vyhodnotime citlivost reakce, (tj. uvedeme pfi kterém fedéni byla reakce jesté pozitivni) a
zhodnotime vliv bromelinu na citlivost reakce.

Metody sledovani imunity bezobratlych

U bezobratlych nevyskytuje, i pres nékteré vyjimky, typicka adaptivni imunita, pro niz je
charakteristicka klonalni selekce lymfocytl, tvorba specifickych protilatek a imunologicka pamét.
Obrana bezobratlych zivoC€ichu je zalozena na reakcich vrozené (inatni) imunity, které jsou rychlé a
nespecificke.

Uloha 11: sledovani mikrobicidnich faktord hemolymfy

Téma: Imunoturbidimetrické stanoveni mnozstvi bakterii ve vzorku.

Princip: pod vlivem mikrobicidnich faktori hemolymfy dochazi k lyze bakterialnich stén a vy&efeni
roztoku. Vysledna reakce se uruje kvantitativné jako zména optickych vlastnosti reakéniho roztoku
(imunoturbidimerie méfi Ubytek viditelného svétla po prichodu vzorkem). Jde o snizeni zakalu vlivem
mikrobicidnich faktord hemolymfy.

Pomucky: roztok bakterii, stojanek se zkumavkami, fix na sklo, automatické pipety, Spicky,
fyziologicky roztok, desticCky na ELISA metodu, Elisa-reader, filtr na 340 nm, termostat,
fenylthiomoCovina proti srazeni hemolymfy (dava se asi 0,5 mg do kazdé eppendorfky na
hemolymfu), larvy bource moruSového nebo zavijeCe voskového.

Postup: Roztok bakterii o ur€ité koncentraci nafedime do zkumavek takto: Do zkumavek 1. — 4.
napipetujeme 220 pl fyziologického roztoku a do prvni zkumavky, oznacené K, napipetujeme 440 pl
koncentrovaného roztoku bakterii. Potom pfenasime 220 ul vzorku z prvni zkumavky (oznacené K) do
druhé, dikladné promichame a prfeneseme 220 ul do dal$i zkumavky atd., naposled do zkumavky €.
4. Posledni fedéni je 16x puvodni koncentrace. VSe béhem prenaseni dikladné promichavame. Do

dalsi fady péti zkumavek pfeneseme 100 uyl zkazdého fedéni a pfidame 15 i
hemolymfy.Promichame a kultivujeme v termostatu 20 min pfi 37°C.

K 1. 2. 3. 4.
1.1.1.1 Kontrola

1 0,5 0,25 0,125 0,0625
1.1.1.2 Nasobek

puv. konc.
Redéni: 1x 2x 4x 8x 16x
Pipetuje se: 440 pl bakt. 220 pl fyz.r. 220 pl fyz.r. 220 pl fyz.r. 220 pl fyz.r.
—>
. Lo, Q U U U
Pfenasi se 220 ul:
220 yl 220 yl 220 yl 220 pl

220 ul 220 yl 220 pl 220 yl 440 pl

1.1.1.3 Celkem:

.

.

.

v

v




1.’ 27 3. 4.
1.1.1.4 Vzorek s K
Redéni: 1x 2x 4x 8x 16x
Pfenasi se: 100 pl 100 pl 100 pl 100 pl 100 pl
Hemolymfa: 15 pl 15 pl 15 pl 15 pl 15 pl
Celkem: 115 pl 115 pl 115 pl 115 pl 115 pl
Po 20 minutach kultivace pipetujeme z kazdé zkumavky (K, ¢&. 1. — 4., K', 1."-4.7) 100 pyl na
desticku a méfime pfi 340 nm zékalovou reakci proti blanku 1 (fyziologicky roztok).
Blank 1: fyziologicky roztok, blank 2: 100 pl fyziologického roztoku a 15 pl hemolymfy.
Kontrola: K: nefedény roztok bakterii, K:15 pyl hemolymfy ve 100 ul nefedéného roztoku bakterii.
Priklad vysledku:
Cislo zkumavky 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Vzorek K| 1|2 |3 |4 |k |1 ]2 |3 |4 Bk Blank
Absorbance 0,254 (0,209 (0,145 (0,100 |0,074 | 0,246 (0,174 |0,149 10,129 |0,104 | 0,051 | 0,083
A vzorku — A blanku 0,203 |0,158 |0,094 | 0,049 {0,023 |0,163 |0,091 | 0,066 |0,046 |0,021 - -

Od hodnot K, €. 1. — 4. se odecita hodnota blanku 1, od hodnot K’, &. 1.- 4.” se odec¢ita hodnota

blanku 2.

Vysledky:

1. Vynasi se hodnoty standardni kfivky (K, €. 1. — 4.) a vzorkd (K’, €. 1.”- 4.") do grafu zavislosti
hodnoty absorbance na fedéni:

2. Vypocita se procentualni ubytek hodnoty absorbance vzhledem k pfislusnym kontrolam: K —

K,1.-1.7,2.-2.",3.-3.", 4. - 4." (vypocet % podle vzorce:100(K - K')/K, 100(&.1. -
¢.1.7)/€1. ... atd.):
Priklad vysledku:
Zkumavka K-K’ 1.-17 2.-2" 3.3 4.4
Ubytek v % 19,7 42,4 29,8 6,1 8,7

Zavér: Maximum procentualniho ubytku absorbance nastava u koncentrace baktérii: ..........

Obecné laboratorni postupy, pipetovani, hematologické postupy

Automatické pipety a zasady spravného pouzivani




Pist (barva odpovida objemu)

PohodIné odhozeni Spicky jednou rukou (bez kontaktu)

Displej pro nastaveni obejmu

........................................... Jednora'zova' épléka

Automaticka pipeta slouzi k manipulaci s fadové mikrolitrovymi objemy zpravidla zfedénych roztoki
(hustota pfiblizné okolo hustoty vody). Vzdalené pfipomina injekéni stfikacku upravenou k manipulaci
s velmi malymi objemy. PouZiti téchto pipet je mozné jen stzv. SpiCkami, coZ jsou jednorazové
plastové Spicky, které slouzi ke kontaktu s roztokem. Samotna pipeta by se NIKDY neméla dostat do
pfimého kontaktu s pracovnim roztokem. Automatické pipety jsou kalibrované na wyliti, coz muize
znamenat, ze v pipeté muize zlstat minimalni objem kapaliny. Nesnazte se jej za kazdou cenu z pipety
dostat, hovofi se o tzv. mrtvém objemu.

V praxi se bézné pouzivaji automatické pipety s rozsahem od 0,1 ul po 5000 ul, pfi€¢emz obsahové
podobné pipety se oznacuji riiznymi barvami:
- 0,1 —-10 pl se oznacuji bilym pruhem
- 5-200 pl Zlutym pruhem
- 100 - 1000 pl modrym pruhem
Toto barevné oznaceni usnadnuje také vybeér Spicek (jednorazové Spicky jsou dostupné také ve vice
objemech) a vétSina SpiCek odpovida svou barvou barevnému oznaceni pipety. Pfi praci si tedy
musime zvolit pipetu s adekvatnim rozsahem a $picku, ktera pasuje na tuto pipetu.
Automaticka pipeta se ovlada pomoci tladitka pistu. Pro pfesnou praci s automatickymi
pipetami je tfeba dodrzovat nasledujici zasady:
- zvyknout si na spravné uchopeni pipety jednou rukou
- pohyb pistu musi byt plynuly a pomaly, zvlasté pfi praci s viskdznimi roztoky (s vétsi hustotou)
- pfi pipetovani roztokl s vysokou viskozitou nebo povrchovym napétim niz§im nez ma voda se
na vnitfni sténé Spicky vytvori vrstva roztoku. PFi vypousténi tekutiny ze Spi¢ky tato vrstva
ulpiva na jeji vnitfni sténé a tak by mohla vzniknout chyba. ProtoZze mnozZstvi roztoku, ktery
ulpi ve 3piCce, je pfi opakovaném pipetovani viceméné konstantni, je mozné této chybé
zabranit tim, Ze se vrstva roztoku vytvofi jesté pfed vliastnim pipetovanim: do Spicky se nasaje
roztok a vypusti se zpét do plvodni nadoby. VSechna nasledujici pipetovani budou mit
stejnou presnost a reproducibilitu
- pracovni roztoky je nutno vytemperovat na pokojovou teplotu. Pfi odméfovani roztoku, jejichz
teplota se liSi od teploty mistnosti, se prfed vlastnim pipetovanim doporu€uje Spicku
opakované proplachnout roztokem.
- §picku nasadte na pipetu a dobfe ji utésnéte mirnym pootocenim



Pozn. Smoceni $pi¢ky pipetovanou kapalinou pfed vlastnim pipetovanim zvySuje prfesnost pipetovani,
ovSem vétSinou se vynechava kvuli Uspofe ¢asu.

Vyvarujte se
- NIKDY nenasavejte tekutinu do pipety bez odpovidajici Spicky
- kapalina NESMi vtéci do pipety
- NIKDY neotacejte pipetu Spickou vzhuru
- NIKDY nepokladejte na stul pipetu se Spickou, ve které je kapalina nebo jeji zbytek

Postupy pfi pipetovani

Vybér konkrétni pipetovaci techniky zavisi na typu prace a metody pro kterou ji vybirame. Napfiklad
pro viskozni a pénici roztoky nebo pfi praci s velmi malymi objemy se pouziva technika obaceného
pipetovani, nebot v téchto pfipadech vyznamné zvysSuje pfesnost.

A) Piima technika
Prima technika je klasicky a nejcastéji pouzivany zptsob pipetovani. Umozriuje rychlé a presné
odmérovani zfedénych roztoku.

1. Stlacte pist pipety k prvni zarazce.

2. Ponorte Spicku tésné pod hladinu (2 — 3 mm) odméfovaného roztoku a POMALU uvolnéte
pist. Spi¢ka se naplni kapalinou. Pogkejte asi jednu vtefinu a pak vytahnéte $picku z roztoku.
Bunic¢inou nebo mulem otfete kapicky roztoku, které ulpély na zevni sténé Spicky; pfi tom se
NESMITE DOTKNOUT Usti $pigky.

3. Pod uhlem 10 — 45° pfilozte Spicku ke sténé zkumavky, do které chcete prfenést méreny
roztok. Jemné stlacte tlaCitko pipety na prvni zarazku. PocCkejte jednu vtefinu. Poté tlacte pist
pipety na doraz, ¢imz dosahnete Uplného vyprazdnéni Spicky. Za stalého drzeni pistu
vytahnéte SpiCku z roztoku.

4. Uvolnéte tlagitko do vychozi polohy. Pokud je to nutné, vymérite Spic¢ku a pokracujte v dalSim
pipetovani.

Vychozi pozice 1. 2. 3. 4.
E
2. zaraZka |

1. zarazka m e

Znéazornéni postupu primé techniky pipetovani.

Obracena technika
Tato technika je vhodna pro pipetovani roztokt s vysokou viskozitou nebo roztokd, které snadno tvori
pénu. Déle se tato technika doporucuje pro pipetovani velmi malych objemd.

1. Stlacte pist az na druhy doraz.

2. Spitku ponorte t&sné pod hladinu roztoku (2 — 3 mm) a pomalu uvolnéte tladitko. Spicka se
naplini tekutinou.

3. Pomalu stlaéte pist na prvni doraz a tim vypustte pfesny objem roztoku ze SpiCky. Zbytek
roztoku zlstava ve $picce, ten ale neni soucasti méfeného objemu, vyhodi se se $pickou,
pfipadné se vrati zpét do plvodni nadoby.

Vychozi pozice

1. 2. 3.
1. zarazka l I
2. zarazka



Znazornéni postupu obracené techniky pipetovani.

B) Opakovaci technika
Jedna se o rychly a jednoduchy zptisob opakovaného odmérovani stejného objemu téhozZ roztoku.

1. Stladte pist az na druhy doraz.

2. Spitku ponorte t&sné pod hladinu roztoku (2 — 3 mm) a pomalu uvolnéte tladitko. Spicka se
naplini tekutinou.

3. Pomalu stlacte pist na prvni doraz a tim vypustte pfesny objem roztoku ze Spicky. Drzte pist
stale na prvnim dorazu. Ve $pi¢ce zlistava zbytek roztoku, ten ale neni soucasti méreného
objemu.

4. Znovu ponofte Spicku tésné pod hladinu plvodniho roztoku a pomalu uvolnéte tlacitko do
vychozi polohy. Spi¢ka se opét naplni roztokem.

5. Pokraéujte v pipetovani tak, Ze opakujete postup uvedeny v bodech 3 a 4.

Vychozi pozice

1. zarazka

[l

2. zarazka

Znazornéni postupu opakovaci techniky pipetovani.

C) Pipetovani piné krve

Pina krev je velmi visk6zni kapalina. PFi jejim pipetovani je lep$i vyuZzit obracenou techniku pipetovani.
Pipetujeme-li plnou krev nesmacime 3picku pfed vlastnim pipetovanim a pro nabér krve pouZivame
vZdy cistou Spi¢ku. P¥i pipetovani krve je nutné dbat opatrnosti a pipetovat pomalu, abychom se
vyhnuli mechanické hemolyze.

Obracenou technikou

1. Stladte pist az na druhy doraz ponofte SpiCku pod hladinu roztoku a pomalu uvolnéte tlacitko
do vychozi pozice. VySkejte 1 s nez se hladina krve ve $pi¢ce ustali.

2. Buniginou nebo mulem otfete kapiCky krve, které ulpély na zevni sténé 3Spicky; pfi tom se
nesmite dotknout Usti Spicky.

3. Prilozte konec 3piCky na vnitfni sténu zkumavky nad hladinu pfitomné kapaliny, zmacknéte
tlagitko na prvni doraz, pockejte jednu vtefinu a uvolnéte tlacitko do vychozi pozice.

4. Vyhodte pouZitou Spicku.

PFimou technikou

1. Pro naplnéni Spi¢ky uzijte pfimou techniku (stlacte tlacitko na prvni doraz, ponorte Spi¢ku pod
hladinu roztoku a pomalu uvolnéte tlacitko do vychozi pozice).

2. Bunicinou nebo mulem otfete kapicky krve, které ulpély na zevni sténé Spicky; pfi tom se
nesmite dotknout usti Spicky.

3. Stejné jako pfi pouZiti pfimé techniky vypustte krev do zkumavky s reakéni smési (pfiloZte
konec Spi¢ky na vnitfni sténu zkumavky, zmacknéte tlacitko na prvni doraz, pockejte jednu
vtefinu a pak zcela vyprazdnéte Spi¢ku zmacknutim tlagitka az na druhy doraz). Uvolnéte
tlagitko do vychozi pozice.

4. Nejmeéneé trikrat proplachnéte Spicku reakéni smési: Stlacte tlacitko na prvni doraz a ponofte
Spicku do reakéni smési s pfidanou krvi. Drzte tlacitko na prvnim dorazu a zkontrolujte, zda je



$picka skute¢né pod hladinou. Pomalu uvolnéte tladitko do vychozi pozice. Spitku nechejte
nadale ponofenou v reakéni smési s pfidanou krvi. Opét stlacte tlacitko na prvni doraz a
pomalu je uvolnéte. Tento postup opakujte dokud vnitfni sténa Spicky neni zcela Cista.

5. Nakonec zmacknéte tlaCitko az na druhy doraz a tim Spic¢ku uplné vyprazdnéte.

6. Vyhodte pouzitou Spicku.

Redici fada:

V praxi se Casto setkame s problémem fedéni, kdy potfebujeme vychozi vzorek zfedit. Nej¢astéji se
pouziva dvojnasobna fedici fada, pfi které sniZujeme obsah rozpusténé latky na polovinu. Vysledkem
byva sada nékolika zkumavek, kdy kazda daldi zkumavka v fadé obsahuje roztok o pfesné polovi¢ni
koncentraci rozpusténé latky neZ zkumavka predchazejici. Abychom Vam ulehéili manipulaci a
vypolet takové fedici fady, ukdZzeme Vam jednoduchy postup, jak dosahnout Fedici fady
s dvojnasobnym fedénim. NiZze uvedeny postup se hodi napfiklad pro pfipravu kalibraéni kfivky, jako
je fedéni standardu.

Castym problémem je chybna interpretace fedéni. Nejéast&ji se fedéni udava ve 2 formach: podilové
a nasobné. Podilova formulace pfedstavuje pocet dili rozpusténé latky ku celkovému poctu dild
roztoku (tedy napf. 1 : 100). Nasobna se pak uvadi jako nékolikanasobné ziedéni (napf.
10x — desetinasobné).

Podilové fedéni

Mame-li zadano fedéni 1 : 100, pak novy roztok bude mit celkem 100 dild, pficemz 1 dil (ted 1 setina)
bude prfedstavovat pGvodni zasobni roztok. Mate-li tedy zfedit sérum 1 : 1000, pak vezmete napfiklad
1 ul séra a pridate 999 ul fyziologického roztoku. Mnozstvi zasobniho roztoku zalezi na Vami
pozadovaném vysledném objemu.

Nasobné fedéni

Uvadi-li se v zadani, Zze zasobni roztok zfedite 10x, pak vychazi z koncentrace, ktera musi byt 10x
niz8i nez zasobniho roztoku. Napfiklad mate k dispozici 1 ml zasobniho roztoku NaCl o koncentraci
10 g/ml a mate jej zfedit 10x. Vezmete tedy napfiklad 100 pl zasobniho roztoku a pfidate 900 ul vody.
V 100 ul zasobniho roztoku byl rozpustén 1 g NaCl a tim, Ze jste roztok doplnili na 1 ml, ziskali jste

Postup pfipravy fedici fady (pfiklad na obrazku dole):

1) Pripravime si dostatecny pocet zkumavek, podle toho, kolik fedéni budeme provadét.

2) Zjistime, jaky vysledny objem kazdého fedéni budeme potfebovat a kolik Fediciho roztoku
budeme pfidavat (do vSech zkumavek stejné — krom prvni, kde bude dvakrat tolik).

3) Prvni zkumavka bude obsahovat dvojnasobny objem nez ten, ktery budeme potfebovat.
Musime pocitat s tim, ze ur€ity objem budeme pfenaset do druhé zkumavky. Budeme-li tedy
potfebovat 1 ml kazdého fedéni, pfipravime 2 ml prvniho fedéni.

4) PFidame fedici roztok do vSech zkumavek.

5) Do prvni zkumavky v fadé pfidame vypocteny objem fedéného roztoku.

6) Dukladné promichame.

7) Zprvni zkumavky odebereme stejny objem, jaky mame fediciho roztoku v jiz pfipravenych
zkumavkach a pfeneseme jej do druhé zkumavky.

8) Dukladné protfepeme.

9) Pokracujeme od bodu 7, a opakujeme do posledni zkumavky v fadé. V posledni zkumavce
budeme mit nakonec dvojndsobny objem, nez ve vSech pfedchozich.

100 pl fedéného roztoku




2 mi 1 mi 1T mil 1 mi 1 mi

Mnozstvi fediciho roztoku (vétSinou destilovana voda nebo fyziologicky roztok)

Priprava hematologickych vzorku:

manipulace s plazmou a sérem. Obé tekutiny jsou oproti plné krvi méné vizkdzni, navic odpadaji
problémy se srazenim krve. Zakladnim rozdilem mezi krevnim sérem a krevni plazmou je pfitomnost
fibrinogenu v plazmé. Proto je tfeba v plazmé zabranit pfeméné fibrinogenu na fibrin pfidanim
antikoagulacénich pfipravka.

Priprava krevniho séra

PFiprava krevniho séra je velmi jednoducha. Periferni krev opatrné odebereme do zkumavky. Je tfeba
pracovat dostateCné rychle, aby se nam krev nesrazela jiz pfi manipulaci. Odbérovou zkumavku
nechame vysrazet 2 hodiny pfi pokojové teploté nebo pfes noc v lednici. Na zavér centrifugujeme,
abychom oddélili krevni srazeninu od krevniho séra.

Priprava krevni plazmy

Periferni krev se odebira pomoci stfikacky nebo kapilary jejichz stény jsou potazené heparinem (nebo
jinym protisrazlivym cinidlem). Stejné tak odbérova zkumavka obsahuje protisrazlivy roztok s
heparinem. lhned po odbéru je nutno opakovanym pfevracenim krev ve zkumavce promisit, aby
nedoslo k jejimu srazeni. Netfepeme, doslo by k hemolyze. Na zavér centrifugujeme, abychom oddélili
bunécnou slozku od krevni plazmy.

Priprava krevniho roztéru

Krevni natéry se béZné& provadi z periferni krve. Ke zhotoveni krevniho natéru je tfeba pouzit
chemicky Cista a dokonale odmasténa podlozni sklicka. Chemicky se Cisti napfiklad ponofenim do
chromsirové smési (1 dil 10% vodného roztoku dichromanu draselného a 1 dil koncentrované kyseliny
sirové) nebo detergencniho prostfedku. Po dukladném oplachnuti tekouci vodou se sklicka ponofi do
96% ethanolu nebo smési ethanol-ether. Sklicka se osusi na vzduchu nebo v termostatu. Ocisténa
skla chytame zasadné za hrany, nikoliv za plochy skli¢ek.

Dezinfekci oSetfime odebirany prst a sterilni jehlou provedeme mélky vpich. Prvni kapku krve, ktera
se objevi po vpichu do bfiSka prstu setfeme sterilnim tamponem. Druhou kapku jiz pfeneseme na
jeden konec podlozniho skla. Druhym podloznim sklem provedeme roztér dle obrazku. Druhé podlozni
sklo drzime pod uhlem 30-45 ° a snaZzime se o rovnomérny plynuly pohyb ke druhému konci
podloZniho skla (snadnéji dosazitelné s podloZnim sklem se zabrouSenym okrajem).



Froet, Jehn

Zhotoveny natér musi byt rovhomérny, homogenni a pfiméfené tenky. Natér musi mit dlouhé okraje
rovné a na konci pfechazet do "ztracena", nejlépe 1 - 2 cm pfed koncem skli¢ka, pfi¢emzZ se obvykle
vytvofi nékolik cipu.

Hotovy natér se necha na vzduchu dobfe zaschnout. Poté se barvi vét§inou komerénimi soupravami
(kity) napfiklad Leukodif (Lachema a.s.).

NejCastéjSi chyby pfi pripravé krevnich roztérl jsou:

PFilis mnoho krve > tlusty natér

Pfilis malo krve > kratky natér

PFili§ dlouhé vyckavani od odbéru > srazeni krve a vytvoreni podélnych pruhd
Spatné odmasténa skla > skvrnity natér

TFfesouci se ruka > vroubkovany natér

Zasady spravné laboratorni praxe ve cvic¢eni z imunologie

1)
2)

3)

4)

5)

Pfed samotnym zapocetim prace si prostudujte navod a nachystejte potfebné véci (napf.
zkumavky do stojank( apod.).

S reagenciemi, zvlasté pak s biologickym materialem (napf. krev) pracujeme zasadné na
filtraCnim papife, abychom méli prehled o zneciSténi okoli. Na tento papir naopak
NEPOKLADAME sesity, tuzky a jiné véci podobného charakteru.

Automatické pipety nikdy NEPOKLADAME na stdl, vzdy do stojanku. Mohlo by dojit
k nateCeni zbytku kapaliny dovnitf pipety a znecisténi naslednych pipetovanych roztoka.

Po pfidani reagencie do zkumavky s n&jakym obsahem VZDY nasleduje promichani, bud na
elektrické tfepaCce nebo pomoci pipety, kterou jsme pravé pouzili (opakovanym nasatim a
vypusténim promichaného obsahu zkumavky).

PFi pipetovani fady vzorkud stejného slozeni, ale rizné koncentrace Ize pouzit stejnou $picku
(pokud se jeji povrch nesmoci, coz pozname podle kapiek které zlstavaji uvnitf ¢i na
povrchu). V tom pfipadé zaindme pipetovat nejméné koncentrovany vzorek a postupné
pfechazime k vy§Sim koncentracim. Po napipetovani vzorku do zkumavky se vzdy
presvédcime, zda nam ¢ast pipetovaného objemu nezustala ve Spi¢ce. V tom pfipadé
pouzijeme novou Spicku.



6) Pouzité a jiz nepotfebné Spicky na pipety Ci plastové zkumavky odkladame do specialnich
kontejnerd ur&enych pro biologicky odpad. NEVYHAZUJI se do ko$e na odpadky.

7) Zkumavky se zasobnim zmrazenym krevnim sérem po rozmrazeni a odpipetovani pfisluSnych
objem( ihned uzavieme a vratime do mraznicky.

Prace s potencialné nebezpecnym biologickym materialem

Préaci s potencionalné nebezpecnym biologickym materialem upraveju Zakon ¢&. 258/2000 Sb.

Rizika

Krev i jiné druhy biologického materialu mohou byt vehikulem pfenosu vyznamnych, potencialné Zivot
ohroZujicich infek&nich nemoci jako napf. virova hepatitida B a C nebo HIV infekce. Po kontaminaci
mista naruSeného kozZniho krytu nebo sliznice biologickym materialem je nutno postizené osoby
sledovat a kontrolovat vyskyt pfiznaku rizikového onemocnéni.

Po rizikovém kontaktu s osobou nakaZenou virovou hepatididou A je tfeba monitorovat napf¥. hladinu
anti-HAV ohrozené osoby po dobu 2 mésicl nebo IgM po dobu 6 mésicu. Pfi kontaktu s HIV se
sleduje sleduji hladiny anti-HIV 1,2 v obdobi 43-56 dni.

V prevenci profesionalni nakazy je po kontaminaci biologickym materialem v zavislosti na mife rizika
infekce navic u zdravotnickych pracovniki mozZna postexpozi¢ni aplikace normalniho lidského
imunoglobulinu v prevenci virové hepatitidy A a specifického imunoglobulinu (Hepatec) proti virové
hepatitidé B. U obou téchto nemoci je moZna i prevence i aktivni imunizaci. V pfipadé kontaminace
biologickym materidlem s obsahem viru HIV se doporuCuje co nejrychlej8i zahajeni postexpozi€ni
chemoprofylaxe uzivanim kombinace antiretrovirovych Iéku.

UpIné prvnim krokem pfi kontaminaci biologickym materidlem, at’ uz s poranénim nebo bez
ného, je misto dobife umyt vodou a mydlem a aplikovat antisepticky virucidni prostifedek (napf.
roztok Braunolu, Softaseptu, Cutaseptu apod.).

Zachazeni s biologickym materialem

K odbéru biologického materialu se pouzivaji pouze sterilni nastroje, sterilni pomUcky a jednorazové
rukavice a to vzdy pro kazdou oSetfovanou osobu. Rukavice musi splfiovat technické poZzadavky na
osobni ochranné prostfedky, prostupnost musi odpovidat jejich pouZiti a mife rizika biologickych
¢initeld, jejich sila nesmi vyrazné omezit citlivost rukou. Spravny odbér biologického materialu musi
byt proveden ,lege artis® a za aseptickych podminek. Odbéry Ize provadét pouze na plose vyclenéné
pro odbér. Po odbéru je tfeba radné oSetfit misto odbéru. Odbérova nadoba musi byt jednoznacné
oznaCena tak, aby nemohlo dojit k jeji zaméné a musi byt zajiSténa tak, aby nemohlo dojit ke
kontaminaci obsahu z okoli, ani okoli obsahem.

S biologickym materialem je pfi transportu nutno nakladat jako s infek&nim materialem! Vzorky musi
byt dokonale zabalené, vétSinou ve dvojitych obalech (ochranny a dekontaminovatelny transportni
obal), aby nedoslo k poSkozeni nebo rozbiti.

8) Pfed samotnym zapocetim prace si prostudujte navod a nachystejte potfebné véci (napf.
zkumavky do stojankl apod.).

9) Sreagenciemi, zvlasté pak s biologickym materialem (napf. krev) pracujeme zasadné na
filtraCnim papife, abychom méli prehled o znecisSténi okoli. Na tento papir naopak
NEPOKLADAME sesity, tuzky a jiné véci podobného charakteru.

10) Automatické pipety nikdy NEPOKLADAME na stdl, vzdy do stojanku. Mohlo by dojit
k nateCeni zbytku kapaliny dovnitf pipety a znecisténi naslednych pipetovanych roztoka.

11) Po piidani reagencie do zkumavky s néjakym obsahem VZDY nésleduje promichani, bud na
elektrické tfepaCce nebo pomoci pipety, kterou jsme pravé pouzili (opakovanym nasatim a
vypusténim promichaného obsahu zkumavky).

12) P¥i pipetovani fady vzorkud stejného slozeni, ale riizné koncentrace Ize pouzit stejnou Spicku
(pokud se jeji povrch nesmoci, coz pozname podle kapiek které zlstavaji uvnitf ¢i na
povrchu). V tom pfipadé zaindme pipetovat nejméné koncentrovany vzorek a postupné



pfechazime k vy§§im koncentracim. Po napipetovani vzorku do zkumavky se vzdy
presvédcime, zda nam Cast pipetovaného objemu nezustala ve Spi¢ce. V tom pfipadé
pouzijeme novou Spicku.

13) Pouzité a jiz nepotfebné Spicky na pipety ¢&i plastové zkumavky odkladame do specialnich
kontejnerd uréenych pro biologicky odpad. NEVYHAZUJI se do ko$e na odpadky.

14) Zkumavky se zasobnim zmrazenym krevnim sérem po rozmrazeni a odpipetovani pfisluSnych
objem0 ihned uzavieme a vratime do mraznicky.



